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El pepino es una de las especies hortícolas más importantes a nivel económico. Pese a su 
relevancia agronómica, no puede decirse que a día de hoy se disponga de un método de 
transformación adecuado. Los problemas a la hora de conseguir plantas transgénicas de 
pepino estriban en la baja respuesta morfogenética en explantes de ciertos genotipos, la 
escasa adecuación de los métodos de selección, el descenso en la tasa de regeneración 
debido a los tratamientos habituales en un experimento de transformación y, sobre todo, 
la alta tasa de escapes. En función de la problemática existente, el primer objetivo del 
presente trabajo ha sido la evaluación de la respuesta morfogenética en explantes de 
pepino y el desarrollo de métodos de regeneración potencialmente útiles en 
experimentos de transformación. Estos estudios se han llevado a cabo con dos cultivares 
comerciales, cuatro líneas puras y una línea que ha sido utilizada frecuentemente en 
programas de mejora genética de pepino. Se han empleado distintos tipos de explantes 
primarios para determinar cuál o cuáles pueden ser los más adecuados en un 
experimento de transformación. Se ha estudiado la influencia del estado ontogénico de la 
plántula sobre el grado de mixoploidía en explantes de cotiledón. Asimismo, se ha 
determinado el nivel de ploidía de las plantas regeneradas a partir de estos explantes. Por 
lo que respecta al medio de cultivo, además de estudiar el efecto de componentes 
habituales (e.g. reguladores del crecimiento) se ha evaluado el de otros que no lo son 
tanto, como el nitrato de plata o el sulfato de cobre. En el contexto del segundo objetivo 
se han realizado una serie de estudios sobre las etapas del proceso de transformación 
mediante co-cultivo de explantes de pepino con Agrobacterium tumefaciens. Se han 
analizado diversos factores, tales como la cepa de Agrobacterium, la forma de llevar a 
cabo las fases de inoculación y co-cultivo, la adecuación de distintos genes marcadores en 
el proceso de selección y la influencia de distintos componentes del medio de cultivo. 
Asimismo, se han tratado de inferir las causas que generan la aparición de escapes o de 
quimeras en experimentos de transformación de pepino. Por último, sobre la base de los 
resultados obtenidos, se proponen algunas soluciones que podrían ayudar a evitar este 












Cucumber is one of the most important horticultural species at economic level. Despite its 
agronomic relevance, there is currently no efficient transformation method available. The 
problems to obtain transgenic cucumber plants are mainly due to the low morphogenetic 
response in explants of certain genotypes, poor adequacy of selection methods, decrease 
in regeneration rate as a consequence of the usual treatments in a transformation 
experiment and, above all, the high rate of 'escape' plants. Taking into account the 
existing problems, the first objective of the present work has been the evaluation of the 
morphogenetic response in cucumber explants and the development of regeneration 
methods potentially useful in transformation experiments. These studies have been 
carried out with two commercial cultivars, four pure lines and one line that has been 
frequently used in cucumber breeding programs. Different types of primary explants have 
been evaluated to determine which may be the most suitable in a transformation 
experiment. The influence of the ontogenic state of the seedling on the degree of 
myxoploidy in cotyledon explants has been studied. Likewise, the ploidy level of 
regenerated plants from these explants has been determined. Regarding the culture 
medium, the effect of growth regulators, as well as that of other components, such as 
silver nitrate or copper sulphate, has been studied. In the context of the second objective, 
studies on the different stages of the transformation process by co-cultivation of 
cucumber explants with Agrobacterium tumefaciens have been carried out. Several 
factors, such as the Agrobacterium strain, how to carry out the phases of inoculation and 
co-culture, the suitability of different marker genes in the selection process and the 
influence of different components of the culture medium have been analyzed. Attempts 
have also been made to infer the causes of the occurrence of 'escape' plants or the 
formation of chimeras in cucumber transformation experiments. Finally, based on the 
results obtained, some solutions that could help to avoid this problem in future 













El cogombre és una de les espècies hortícoles més importants a nivell econòmic. A pesar 
de la seua rellevància agronòmica, no pot dir-se que a hores d'ara es dispose d'un mètode 
de transformació adequat. Els problemes a l'hora d'aconseguir plantes transgèniques de 
cogombre consistixen en la baixa resposta morfogenètica en explants de certs genotips, 
l'escassa adequació dels mètodes de selecció, el descens en la taxa de regeneració degut 
als tractaments habituals en un experiment de transformació i, sobretot, l'alta taxa de 
fugues. En funció de la problemàtica existent, el primer objectiu del present treball ha 
sigut l'avaluació de la resposta en explants de cogombre i el desenvolupament de 
mètodes de regeneració potencialment útils en experiments de transformació. Estos 
estudis s'han dut a terme amb dos cultivars comercials de cogombre, tres línies pures i 
una línia que ha servit de base en programes de millora. S'han empleat distints tipus 
d'explants primaris per a determinar quin o quins poden ser els més adequats en un 
experiment de transformació. Pel que fa al mig de cultiu, a més d'estudiar l'efecte de 
components habituals (e.g. reguladors del creixement) s'ha avaluat el d'altres que no ho 
són tant, com el nitrat de planta o el sulfat de coure. Així mateix, s'ha analitzat el grau de 
mixoploidia en alguns explants i l'efecte de certs tractaments sobre el nivell de ploidia de 
les plantes regenerades. En el context del segon objectiu s'han realitzat una sèrie 
d'estudis sobre les etapes del procés de transformació per mitjà de co-cultiu d'explants de 
cogombre amb Agrobacterium tumefaciens. S'han analitzat diversos factors, com ara el 
cep d'Agrobacterium, la forma de dur a terme les fases d'inoculació i co-cultiu, 
l'adequació de distints gens marcadors en el procés de selecció i la influència de distints 
components del mig de cultiu. Així mateix, s'han tractat d'inferir les causes que generen 
l'aparició de plantes no transgèniques (escape plants) o de quimeres en experiments de 
transformació de cogombre. Finalment, sobre la base dels resultats obtinguts es 








































1. Generalidades sobre el pepino y especies relacionadas  
La familia de las cucurbitáceas incluye, según la fuente consultada, entre 115 – 125 
géneros y en torno a unas 950 especies. En realidad, la clasificación botánica de géneros y 
especies está en continua revisión, hasta el punto de que, sobre la base de datos 
obtenidos a través de marcadores y secuencias de DNA nuclear y cloroplástico, 
recientemente se han catalogado algunas poblaciones como nuevas especies (Sebastiana 
et al., 2010) que, de confirmarse como tales, están a la espera de recibir el 
correspondiente nombre científico. 
La familia Cucurbitaceae incluye algunas especies cultivadas de gran relevancia 
económica, entre las que destacan la sandía (Citrullus lanatus (Thunb.) Matsum. & Nakai), 
el pepino (Cucumis. sativus L.), el melón (Cucumis melo L.), las calabazas y calabacines 
(Cucurbita spp.), así como otras especies con una menor importancia y cuyo cultivo se 
restringe a zonas tropicales (e.g. Lagenaria spp.). El cultivo de las principales especies 
ocupa unos 9 millones de hectáreas y la producción anual está en torno a los 240 millones 
de toneladas (http://faostat.fao.org), lo que da idea de su importancia económica a nivel 
mundial. 
Las especies cultivadas de esta familia exhiben un elevado polimorfismo en el tamaño, 
forma y color del fruto, debido probablemente a la selección intuitiva durante el proceso 
de domesticación, así como a la selección más dirigida que dio origen primero a los 
cultivares autóctonos y, más tarde, a los cultivares modernos. Conviene resaltar que el 
polimorfismo del fruto se extiende a las especies silvestres. En este sentido, la 
distribución de la variación en los caracteres del fruto en las especies cultivadas y 
silvestres de los géneros Cucumis, Citrullus y Cucurbita (por citar los que incluyen las 
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principales especies cultivadas) contrasta con lo que ocurre en el tomate (la única 
hortícola cuya importancia económica supera a la de la sandía, pepino y melón) y las 
especies silvestres relacionadas (incluidas antes en el género Lycopersicon y ahora 
agrupadas en el género Solanum). En la gran mayoría de especies cultivadas, el efecto de 
la selección por parte de los seres humanos ha llevado a un elevado polimorfismo en el 
órgano u órganos comestibles. Esto es lo que ocurre en el caso del tomate, donde se 
puede encontrar una variación extrema en caracteres relacionados con el tamaño, forma 
y color del fruto. En cambio, en todas las especies silvestres relacionadas con el tomate el 
fruto es siempre pequeño y redondo, variando solo en el color que adquiere en la 
madurez (verde en la mayoría de especies silvestres y anaranjado o rojo en unas pocas). 
En cambio, las especies silvestres de la familia Cucurbitaceae exhiben una extrema 
variación no solo en el tamaño, forma y color del fruto, sino también en otros aspectos, 
tales como la presencia o no de espinas de longitud, grosor y dureza variables.    
La familia Cucurbitaceae exhibe también una rica diversidad en la expresión del sexo, 
hasta el punto de que el pepino ha servido como una especie modelo en estudios 
relacionados con la determinación sexual (Tanurdzic y Banks, 2004). Se ha propuesto 
también el uso del melón como modelo alternativo al tomate en estudios sobre 
maduración del fruto (Ezura y Owino, 2008). Las cucurbitáceas han sido utilizadas 
también como especies modelo en trabajos sobre aspectos relacionados con la biología 
de los haces vasculares, ya que los jugos del xilema y floema pueden ser fácilmente 
recogidos, haciendo factible el estudio de eventos de señalización a larga distancia  
(Lough y Lucas, 2006). Teniendo en cuenta la importancia que está adquiriendo el 
problema de la salinidad, es de esperar que en los próximos años se utilice esta 
particularidad de las cucurbitáceas para avanzar en el conocimiento del transporte iónico 
(Na+ y Cl-) a larga distancia, cosa que no puede llevarse a cabo cuando se utiliza 
Arabidopsis thaliana como especie modelo (Olías et al., 2009).   
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2. Mutantes e identificación de genes en pepino 
Los mutantes se han convertido en una de las herramientas genómicas más potentes 
(Emmanuel y Levy, 2002). En efecto, la detección de un mutante permite inferir la función 
del gen alterado a través de la caracterización fenotípica de dicho mutante. Además, el 
hecho de que la alteración de un gen provoque un efecto dramático en el fenotipo revela 
que el gen en cuestión tiene una gran relevancia en el control del carácter.  
En realidad, el valor de los mutantes se conoce desde hace mucho tiempo y, pese a que 
ahora nadie duda en señalar su utilidad como herramientas genómicas esenciales, lo 
cierto es que tuvieron una gran trascendencia en el análisis genético por métodos clásicos 
(e.g. la identificación de mutantes homeóticos fue clave a la hora de iniciar un campo de 
investigación tan fructífero como el de la 'Genética del Desarrollo'). 
Con todo, el empleo de mutantes espontáneos o inducidos (por métodos químicos o 
físicos) para el análisis genético tenía, y sigue  teniendo, una importante limitación: la 
clonación del gen alterado en un mutante mediante una estrategia de clonaje posicional, 
aunque factible, supone varios años de trabajo e implica una gran cantidad de esfuerzo, al 
menos por lo que se refiere a las especies de interés agronómico. No es de extrañar, por 
tanto, que se hayan clonado tan pocos genes a partir de mutantes espontáneos o 
inducidos en las especies relevantes. En el caso del pepino, y al igual que ocurre con otras 
especies de cosecha, se dispone de un gran número de mutantes espontáneos en las 
colecciones de germoplasma, pero por las razones antes mencionadas solo se han 
clonado algunos de los genes alterados en dichos mutantes (Call y Wehner, 2011). 
La reciente publicación del borrador de la secuencia del pepino (Huang et al., 2009), o al 
menos de una parte importante del genoma, y la anotación de los genes contenidos en la 
secuencia, ha supuesto un enorme salto cualitativo. De manera análoga, el desarrollo de 
métodos de secuenciación de nueva generación (next generation sequencing; Egan et al., 
2012; Ray y Satya, 2014) y, sobre todo, el abaratamiento de costes, ha hecho que lo que 
antes parecía una quimera ahora se está convirtiendo en una realidad. En efecto, ya no 
solo es factible obtener el borrador de la secuencia de una especie, sino que en algunas, 
es posible secuenciar el genoma de uno o varios genotipos con un coste razonable. Estos 
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avances están facilitando la identificación de los genes alterados en mutantes 
espontáneos o inducidos.   
En cualquier caso, la mejor solución estriba en una aproximación basada en la 
mutagénesis insercional. En este caso, se genera una colección de mutantes de inserción 
por T-DNA y, tras el escrutinio correspondiente, se identifican mutantes con alteraciones 
en diversos caracteres (Pérez-Martín et al., 2017). Puesto que en un mutante de inserción 
el gen alterado queda etiquetado por el T-DNA, la clonación del mismo se puede llevar a 
cabo mediante técnicas basadas en la PCR (TAIL-PCR o Anchor-PCR), lo que facilita 
enormemente la tarea. Si, como ya ocurre en algunas especies, se dispone de la secuencia 
del genoma, la tarea se simplifica aún más porque en este caso, tras la clonación de la 
secuencia flanqueante al inserto o FST (del inglés, Flanking Sequence Tag), ni siquiera 
hace falta clonar el gen, sino simplemente buscar la secuencia correspondiente al FST in 
silico, es decir en el banco de datos que habitualmente es de dominio público y por tanto 
está a disposición de la comunidad científica.  
Hasta hace poco, los programas de mutagénesis insercional estaban prácticamente 
restringidos a dos especies, Arabidopsis thaliana y Oryza sativa. Los rápidos avances en el 
programa internacional de genómica funcional de Arabidopsis mediante esta 
aproximación (Krysan et al., 1999; Springer, 2000; Alonso et al., 2003; Li et al., 2003) se 
explican no solo por su corto ciclo biológico, reducido tamaño y otras características 
típicas de una planta modelo, sino sobre todo por su capacidad para admitir un sistema 
de transformación in planta que, al no plantear ninguna dificultad técnica, está al alcance 
de cualquiera. El caso del arroz es más relevante, no solo por su importancia económica 
(es uno de los tres cultivos básicos para la humanidad), sino sobre todo porque es 
paradigmático e ilustra lo que puede conseguirse cuando la investigación se centra en lo 
esencial. Hasta hace bien poco, el arroz se consideraba como una especie recalcitrante en 
cultivo in vitro, mientras que ahora se considera como una especie modelo. Este cambio 
dramático de percepción se debió, básicamente, al descubrimiento de que las células del 
escutelo del grano de arroz (y de otras gramíneas) son competentes tanto para la 
regeneración como para la integración de transgenes (Hiei et al., 1994; Ishida et al., 
1996). A partir de aquí, el esfuerzo concertado de muchos laboratorios ha permitido 
generar cientos de miles de líneas T-DNA y de ahí los avances obtenidos en el programa 
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internacional de genómica funcional del arroz (Kim et al., 2003; Chen et al., 2003 b; An et 
al., 2003; Sallaud et al., 2004; Peng et al., 2005; Wang et al., 2005; Jeong et al., 2006).  
El desarrollo de métodos de transformación en otras especies está permitiendo avances 
importantes en programas de genómica funcional. Así por ejemplo, en un proyecto en 
colaboración entre los laboratorios del Dr. Moreno (IBMCP, Valencia), el Dr. Lozano 
(Universidad de Almería) y la Dra. Bolarín (CEBAS, Murcia) hemos generado más de 7.000 
líneas T-DNA de tomate (Solanum lycopersicon) y especies silvestres relacionadas (S. 
pennellii, S. pimpinellifolium y S. cheesmaniae), lo que está permitiendo la identificación 
de genes que controlan caracteres del desarrollo reproductivo en el tomate (Pérez-Martín 
et al., 2017), así como genes implicados en la respuesta o tolerancia a la salinidad y estrés 
hídrico en especies silvestres relacionadas (Atarés et al., 2011).   
En el caso del pepino, pese a la importancia que tendría, el abordaje de un programa de 
mutagénesis insercional no es factible de momento porque no se dispone de métodos 
eficaces para la obtención de plantas transgénicas. El problema es que para que esta 
estrategia tenga sentido no basta con obtener decenas o cientos de líneas T-DNA, sino 
que hay que generar miles y, hoy por hoy, esto no es factible en esta especie.  
3. Problemática en torno al aprovechamiento de la variación 
extraespecífica 
La variación extraespecífica es sin duda la más rica, porque siempre se pueden encontrar 
fuentes de variación adecuadas para un carácter en especies relacionadas a la que es 
objeto del programa de mejora (normalmente especies silvestres), en especies menos 
relacionadas (e.g. de géneros o familias diferentes), e incluso en otras filogenéticamente 
muy alejadas (e.g. virus, bacterias, levaduras u otros organismos).  
Pese a ser la más rica, la variación extraespecífica ha sido históricamente la menos 
explotada en el campo de la mejora debido, por un lado, a las barreras de 
incompatibilidad sexual que usualmente impedían la obtención de híbridos 
interespecíficos que sirvieran como puentes genéticos para la transferencia de genes de 
una a otra especie y, por otro, a la dificultad que planteaba la introgresión de genes desde 
fuentes de variación muy alejadas. Para solventar estas limitaciones, se han desarrollado 
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una gama de métodos de cultivo in vitro que permiten obtener híbridos interespecíficos 
sexuales (e.g. rescate de embriones, polinización in vivo y cultivo in vitro de óvulos 
fertilizados, polinización y fertilización in vitro, injerto de estigma o estilo, fusión de 
núcleos espermáticos con protoplastos de células del saco embrionario), métodos de 
fusión de protoplastos que posibilitan la obtención de híbridos somáticos (simétricos, 
asimétricos, gametosomáticos y cíbridos), y métodos de ingeniería genética molecular 
(i.e. transformación genética). 
Por lo que respecta a las especies cultivadas del género Cucumis (melón y pepino), se han 
obtenido escasos resultados en cuanto al aprovechamiento de las fuentes de variación 
extraespecífica mediante métodos tradicionales de mejora.  
En el caso del melón, la tremenda equivocación en cuanto al lugar de origen de esta 
especie condicionó negativamente las posibilidades de aprovechar la variación 
extraespecífica en especies relacionadas. Al asumir que el melón era una especie de 
origen africano, toda la investigación se centró históricamente en las especies silvestres 
de este continente. Como consecuencia, aunque los trabajos relacionados con la 
búsqueda de fuentes de variación extraespecífica (sobre todo para resistencia a estrés 
biótico y tolerancia a estrés abiótico) se vieron acompañados por el éxito, los resultados a 
nivel práctico fueron nulos porque, pese al meritorio esfuerzo de diversos grupos, no 
hubo forma de conseguir híbridos interespecíficos sexuales entre el melón y cualquiera de 
las especies silvestres de origen africano (Kroon et al., 1979; Kho et al., 1980; Chen y 
Adelberg, 2000). Como caso extremo, para intentar conseguir  híbridos entre melón y 
especies de origen africano, Chatterjee y More (1991) realizaron unas 1200 polinizaciones 
manuales y no consiguieron que cuajara ni un solo fruto.   
En honor a la verdad, sí hay un resultado concreto, aunque fuera producto del azar o la 
casualidad. Granberry y Norton (1980) refirieron la obtención de híbridos interespecíficos 
entre una accesión semisilvestre de melón (PI 140471) y una accesión de Cucumis 
metuliferus (PI 292190), una especie de origen africano. En principio, se dudó del 
resultado publicado porque no hubo forma reproducir el cruce en otros laboratorios, ni 
siquiera empleando los mismos genotipos parentales. Es más, los propios autores 
reconocieron que no fueron capaces de reproducir en su propio laboratorio lo que ellos 
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mismos habían publicado. Con todo, los análisis en las progenies de los híbridos 
Granberry y Norton (1980) sugieren que el resultado no fue producto de la imaginación 
de los autores, sino algo real, por mucho que fuera debido al azar. Lo interesante de este 
resultado concreto no es tanto el propósito perseguido (los autores pretendían utilizar los 
híbridos como puentes genéticos a fin de introducir resistencia a nemátodos en el melón) 
como las consecuencias que pueden extraerse del mismo en términos evolutivos, ya que 
el trabajo ilustra cómo se pueden superar en la naturaleza barreras de incompatibilidad 
que cualquier investigador calificaría como ‘estrictas’.  
Ante la problemática existente, para obtener híbridos interespecíficos entre el melón y 
cualquiera de las especies silvestres de origen africano hay que recurrir a alguna de las 
técnicas de cultivo in vitro que permiten la obtención de híbridos sexuales o de aquellas 
otras que permiten la obtención de híbridos somáticos. Esta última aproximación fue la 
que se utilizó en el laboratorio del Dr. Moreno para obtener los primeros híbridos 
asimétricos entre el melón y dos especies silvestres de origen africano: C. melo (+) C. 
myriocarpus (Roche, 1991; Bordas et al., 1998) y C. melo (+) C. anguria  (Dabauza et al., 
1998).  
El reciente descubrimiento del origen asiático del melón y de que la especie hermana del 
complejo C. melo/C. trigonus/C. callosus es Cucumis picrocarpus, una especie autóctona 
de Australia (Sebastiana et al., 2010) ha abierto un nuevo abanico de posibilidades a la 
hora de utilizar fuentes de variación extraespecífica en la mejora del melón. De hecho, es 
factible obtener híbridos interespecíficos sexuales entre el melón y C. trigonus o C. 
callosus y lo que hace falta ahora es estudiar la compatibilidad sexual con otras especies 
de procedencia asiática y australiana. En el caso de que haya compatibilidad sexual se 
podrá abordar la transferencia de genes mediante métodos convencionales. De no ser así, 
habrá  que utilizar los métodos basados en la fusión de protoplastos o la transformación 
genética. 
Por lo que se refiere al pepino, la problemática en torno al uso de la variación 
extraespecífica ha sido diferente de la señalada para el melón. El origen asiático del 
pepino ha estado claro desde hace mucho tiempo; el problema consistió en asumir que 
había muy pocas especies asiáticas relacionadas con el pepino. Hoy por hoy se conocen 
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casi tantas especies de Cucumis asiáticas y australianas como africanas, pero en su tiempo 
se pensó que la única especie relacionada con el pepino era Cucumis hystrix. No es de 
extrañar por tanto que las investigaciones se hayan centrado en la obtención de híbridos 
sexuales C. sativus (x) C. hystrix. El uso de métodos convencionales dio resultados 
negativos, pero mediante la técnica del rescate de embriones Chen et al., (1997) 
consiguieron híbridos interespecíficos entre el pepino (2n = 2x = 14) y Cucumis hystrix (2n 
= 2x = 24). Como era previsible, los híbridos interespecíficos con 19 cromosomas eran 
infértiles pero, tras su duplicación cromosómica, consiguieron una nueva especie 
alopoliploide (2n = 38 cromosomas), a la que denominaron Cucumis hytivus (Chen y 
Kirkbride, 2000). A continuación, realizaron la caracterización citogenética del aloploide 
sintético y estudiaron las características de sus progenies (Chen et al., 2003 a; Zhuang et 
al., 2006). Más recientemente, se han publicado datos adicionales sobre la  diversificación 
fenotípica de los híbridos Cucumis sativus (x) C. hystrix en respuesta a ciertos cambios 
ambientales (Yu et al., 2015). 
Es evidente que hay que tratar de seguir incidiendo en el aprovechamiento de los 
recursos fitogenéticos existentes en especies relacionadas mediante métodos clásicos o 
técnicas de cultivo in vitro. No obstante, conviene tener en cuenta que el uso de un 
híbrido interespecífico sexual o del alotetraploide como puente genético implica un largo 
programa de retrocruzamiento a fin de lograr la transferencia del gen o genes deseables 
al tiempo que se elimina la enorme cantidad de genes indeseables de la especie silvestre 
y se restituyen las características de la especie cultivada. La hibridación somática 
asimétrica puede ser una opción más rápida y eficaz a la hora de transferir una cantidad 
limitada de información genética de una a otra especie (Roche, 1991, Tesis Doctoral).  
La alternativa para el uso eficaz de la variación extraespecífica en la mejora del pepino es 
la transformación genética, pero para ello deben cumplirse dos requisitos: i) haber 
identificado y clonado el gen o genes que controlan el carácter deseable; y ii) disponer de 
un método de transformación que permita la transferencia de dichos genes. Por lo que 
respecta a esto último, el pepino es una especie que plantea una problemática compleja 
en el apartado de la transformación, hasta el punto de que algunos la califican como 
especie recalcitrante. Como se comentará a continuación, la obtención de plantas 
transgénicas de pepino es factible, pero no resulta nada fácil conseguir la transformación 
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de los genotipos relevantes para la mejora y ello explica que, pese a su importancia 
económica, se hayan publicado pocos trabajos en este sentido.  
4. Transformación genética en pepino 
4.1. Métodos de transformación 
El método más empleado a la hora de obtener plantas transgénicas de pepino se basa en 
el co-cultivo de explantes primarios con Agrobacterium tumefaciens (ver Tabla 1). La cepa 
de A. tumefaciens más habitual en estos trabajos es la LBA4404, aunque también se han 
utilizado las cepas C58 y EHA101, entre otras.  
El procesamiento y la transferencia del T-DNA están regulados por la activación de los 
genes vir, cuya expresión se puede inducir por una serie de señales liberadas por las 
células heridas, tales como la acetosiringona o compuestos fenólicos relacionados (Gelvin, 
2003). Como consecuencia, durante el proceso de  infección y/o co-cultivo de los 
explantes primarios de pepino con Agrobacterium se suele suplementar el medio con 
acetosiringona a concentraciones que oscilan entre 50 y 200 mg/l, tal y como suele 
hacerse también con otras muchas especies.    
Se han publicado también unos pocos artículos en los que se refiere el empleo de 
Agrobacterium rhizogenes como vector biológico. Por ejemplo, Trulson et al. (1986) 
mencionaron la obtención de plantas que expresaban el gen marcador nptII, mientras que 
Mark et al. (1989) describieron la síntesis de opinas en plantas tratadas con la cepa de A. 
rhizogenes. Con independencia del escaso número de artículos publicados, la utilidad de 
A. rhizogenes en el caso del pepino se restringe a aplicaciones muy concretas.  
El uso de métodos biolísticos no es habitual en el caso del pepino, pero también se han 
publicado algunos trabajos en este sentido. Hace ya algunos años, Chee y Slightom (1992) 
refirieron la obtención de plantas transgénicas mediante bombardeo de callos 
embriogénicos con micropartículas cargadas con ADN, aunque la tasa de transformación 
que describen (16 %) parece un tanto elevada. De forma similar, tratando cultivos en 
suspensión de células embriogénicas con micropartículas cargadas, Schulze et al. (1995) 
obtuvieron un promedio de 4 plantas transgénicas por experimento, una cifra que parece 
más razonable. Por su parte, Kodama et al. (1993) utilizaron explantes de cotiledón como 
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diana en los experimentos de biolística, aunque no está claro que lograran la 
regeneración de plantas transgénicas. 
Los métodos biolísticos alcanzaron una gran popularidad en su tiempo porque se pensó 
que conducirían a una tasa de transformación más elevada y, sobre todo, porque al 
permitir el uso de métodos de regeneración directa o casi directa estarían exentos del 
problema que supone la variación somaclonal en experimentos de transformación. A la 
hora de la verdad, tal y como ha ocurrido en el caso del pepino, una buena parte de los 
experimentos sobre biolística se realizan con células embriogénicas de callos o cultivos en 
suspensión, lo que no evita una cierta tasa de variación somaclonal, sino más bien al 
contrario. El problema en todo caso no radica en lo anterior (al fin y al cabo el bombardeo 
con micropartículas se puede hacer sobre explantes primarios y luego regenerar por vía 
directa o casi directa), sino en el número y estructura de los insertos en las plantas 
transgénicas. En los experimentos sobre biolística lo habitual es la presencia de insertos 
con varias o muchas copias en tándem y, lo que es peor, con profundas reordenaciones 
(Svitashev et al., 2002). La estructura anómala de los insertos representa un problema 
tanto a la hora de utilizar la transformación para el análisis funcional de un gen como para 
abordar un programa de mutagénesis insercional, y desde luego plantea serios 
inconvenientes a la hora de conseguir alguna aplicación práctica relacionada con la 
mejora.  
En la transformación mediada por Agrobacterium tumefaciens las plantas transgénicas 
suelen tener una o pocas copias integradas en distintas localizaciones cromosómicas, no 
siendo habitual la presencia de insertos con varias copias en tándem o con 
reordenaciones profundas. Es más, cuando se obtienen y analizan muchas líneas T-DNA lo 
que se comprueba es que el número medio de insertos es moderado, lo que resulta 
conveniente tanto desde un punto de vista básico como aplicado. Así por ejemplo, en el 
contexto del amplio programa de mutagénesis insercional en el arroz se estimó que el 
número medio de insertos por línea T-DNA estaba en torno a 2 (Jeon et al., 2000), una 
cifra que coincide con la obtenida en el programa de mutagénesis insercional de tomate 
antes mencionado (Pérez-Martin et al., 2017).  
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Debido a estas y otras razones, el co-cultivo de explantes primarios con Agrobacterium 
tumefaciens se ha convertido en el método de transformación más universal. En este 
sentido, conviene resaltar que la hipótesis de que muchas plantas (e.g. las gramíneas y el 
resto de las monocotiledóneas) no tenían la capacidad biológica de interactuar con 
Agrobacterium quedó totalmente desacreditada hace algunos años, hasta el punto de 
que en el contexto del programa de mutagénesis insercional del arroz (una gramínea) las 
decenas de miles de líneas T-DNA que están disposición del consorcio internacional  se 
han generado empleando Agrobacterium tumefaciens como vector biológico.               
4.2. Adecuación de los genes marcadores en la selección de plantas transgénicas 
La lectura de algunas revisiones puede dar la idea de que en el campo de la 
transformación genética existe una amplia gama de genes marcadores a disposición del 
investigador. En realidad, las posibilidades de elección son bastante limitadas y por ello la 
identificación de nuevos genes marcadores o de nuevos sistemas de selección tendría un 
enorme interés.  
Existen diversas estrategias de selección para las que se utilizan distintos tipos de genes 
marcadores. Normalmente se denomina como 'selección negativa' a cualquier sistema 
que inhiba el crecimiento de las células no transgénicas, y, por tanto, facilite la detección 
de eventos de transformación. Por el contrario, la 'selección positiva' consiste en 
favorecer el crecimiento de las células transgénicas sin que ello conduzca a la inhibición o 
muerte de las no transgénicas. Por su parte, los sistemas de 'contra-selección' están 
pensados para inhibir o provocar la muerte de las células transgénicas y solo se utilizan 
para ciertos propósitos (e.g. integración dirigida al sitio e identificación de genes 
mediante etiquetado por transposón). El método más habitual consiste en el uso del gen 
iaaH que codifica una indol-acetamida hidrolasa que provoca la muerte de las células 
transgénicas en medio con naftalen-acetamida (NAM). Evidentemente, estos sistemas no 
sirven para el propósito de seleccionar plantas transgénicas y por tanto no se volverán a 
mencionar. Sí se hará, en cambio, una breve mención de alguna de las estrategias que se 
han ideado para identificar eventos de transformación sobre la base de una respuesta 
determinada en cultivo in vitro, o de un fenotipo particular en las células o plantas  
transgénicas. Por último, también se  hará un breve comentario sobre la posibilidad de 
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regenerar plantas transgénicas sin utilizar un esquema de selección, es decir sin el empleo 
de genes marcadores.        
Por lo que respecta a los marcadores que se emplean para la selección negativa, Miki y 
McHugh (2004) dan una lista de genes que confieren resistencia a antibióticos, así como 
otros que confieren resistencia a herbicidas, o a otras drogas. Sus datos revelan que hasta 
aquel momento la mayor parte de los investigadores había empleado un número de 
genes marcadores muy limitado. Según Miki y McHugh (2004), en 2002 se publicaron 61 
trabajos en los que el sistema de selección se basó en resistencia a la kanamicina, 19 en 
resistencia a higromicina y otros 19 en resistencia a fosfinotricina. Con relación a ensayos 
de campo para una posible solicitud de aprobación en USA durante los años 2001 y 2002, 
las cifras que aportan son: 949 (resistencia a kanamicina), 65 (resistencia a higromicina), 
327 (resistencia a fosfinotricina), 507 (resistencia a glifosato) y 122 (otros tipos de 
marcadores o delatores). Conviene señalar que el dato correspondiente a resistencia al 
glifosato puede ser engañoso, ya que lo que se pretendía en estos trabajos no era utilizar 
un sistema de selección, sino introducir resistencia a un herbicida. 
Por lo que respecta al pepino, en la exhaustiva revisión de Yin et al. (2005 a) se describen 
los marcadores empleados hasta tal fecha para proceder a una selección 'negativa'. De los 
42 trabajos que citan, en 30 se utilizó el gen nptII (resistencia a kanamicina), en 7 el gen 
hpt (higromicina) y en 5 el gen bar (fosfinotricina). Además, los autores del mencionado 
artículo citan 11 experimentos realizados en el laboratorio del Dr. Stefan Malepszy con 
una línea de pepino casi pura ('Borszczagowski'). En 10 de estos experimentos utilizaron 
el gen nptII y en tan solo uno el gen hpt.  
La situación actual no difiere de la que había en 2004 o 2005, tanto a nivel general como, 
a nivel más particular, en el caso del pepino (revisado recientemente por Wang et al., 
2015).  
Por lo que respecta a  genes marcadores que confieren resistencia a antibióticos, los dos 
más utilizados siguen siendo el gen nptII (Fraley et al., 1983, Carrer et al., 1993) y el gen 
hpt o hph (Waldron et al., 1985). El primero codifica una neomicina-fosfotransferasa II 
que confiere resistencia a kanamicina o antibióticos relacionados, como neomicina, 
paromomicina, G418, etc. El segundo codifica una higromicina-fosfotransferasa que 
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confiere resistencia a higromicina B. Aunque se trata de marcadores muy diferentes, los 
efectos de los antibióticos para los que determinan resistencia son muy similares ya que 
ambos, kanamicina e higromicina, inhiben la elongación de los polipéptidos durante la 
síntesis proteica (Gonzalez et al., 1978).  
Por lo que se refiere a marcadores que confieren resistencia a herbicidas, los más 
empleados son el gen pat  o bar (DeBlock et  al., 1989), que codifica una fosfinotricina-
acetiltransferasa y confiere resistencia a la fosfinotricina, y el gen cp4 (Barry et al., 1992) 
que codifica una 5-enolpyruvil-shikimato-3-fosfato-sintasa y confiere resistencia al 
glifosato.  
Se han utilizado también otros genes que confieren resistencia a diferentes drogas. Entre 
estos, el más empleado es el gen dhfr  (Herrera-Estrella et al., 1983) que codifica una 
dihidrofolato reductasa y confiere resistencia al metotrexato.      
La mayor parte de los genes marcadores tiene un origen bacteriano, pero hay algunas 
excepciones. Por ejemplo, el gen EPSPs de plantas superiores (petunia, maíz) es 
homólogo del cp4 (Zhou et al 1995) y también confiere resistencia al glifosato. Se ha 
discutido también la posible utilidad de un homólogo del gen dhfr identificado en el ratón 
(DHFR, Eichholtz et al., 1987), aunque el que se utiliza habitualmente es el que procede 
de Escherichia  coli. De la misma forma, Mentewab y Stewart (2005) describieron que la 
sobreexpresión de un transportador ABC de Arabidopsis thaliana confiere resistencia a la 
kanamicina en plantas transgénicas. En su momento, el trabajo tuvo un impacto notable, 
no solo por la revista en donde apareció el artículo (Nature Biotechnology), sino sobre 
todo por la posibilidad de emplear un marcador procedente de plantas, alternativo al 
nptII, lo que en teoría podía soslayar la polémica con relación al uso de genes marcadores 
de origen bacteriano. A la hora de la verdad, la mayor parte de los investigadores sigue 
usando el gen nptII (Escherichia coli Tn5).  
Tal y como se ha comentado antes, existe la alternativa de emplear una estrategia de 
'selección positiva'. El sistema habitual consiste en transformar con el gen pmi o manA, 
que codifica una fosfo-manosa-isomerasa, y añadir manosa al medio de cultivo (Joersbo y 
Okkels, 1996). La manosa no es un azúcar adecuado para las células vegetales, pero no es 
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tóxico. La idea es, pues, favorecer el crecimiento de las células transgénicas sin llegar a 
inhibir el de las no transgénicas. 
Normalmente se enfatiza que el sistema de selección positiva (i.e. el que se basa en el gen 
PMI) tiene la ventaja con respecto a la selección negativa (i.e. la que se fundamenta en el 
empleo de los genes nptII, hpt, bar, etc.) de que soslaya uno de los problemas de tipo 
legal relacionados con la liberación de plantas transgénicas al medio ambiente. 
Ciertamente, la presencia de genes marcadores que confieren resistencia a antibióticos o 
herbicidas en las plantas transgénicas choca con la normativa de la UE desde 2006. Sin 
embargo, el uso de genes marcadores para selección negativa no representa en la 
práctica ningún problema porque se pueden eliminar a posteriori mediante un sistema de 
co-transformación, es decir colocando el gen marcador y el gen o genes de interés en 
trans (e.g. en dos mini-Ti que, a su vez, pueden introducirse en la misma cepa o en dos 
cepas de Agrobacterium) o en cis (i.e. en el mismo mini-Ti, y por tanto en la misma cepa 
de Agrobacterium). El problema no estriba, por tanto, en la selección negativa per se, sino 
en la eficacia del método de selección.  
Se han descrito también estrategias de selección que no implican el uso de genes 
marcadores propiamente dichos. La que parecía más prometedora se basa en el empleo 
del gen ipt de Agrobacterium tumefaciens que codifica una isopentenil-transferasa que 
conduce a la síntesis de isopentenil-adenina. Teniendo en cuenta que el tratamiento con 
citoquininas suele conducir a un retraso de la senescencia, Gan y Amasino (1995) idearon 
una estrategia para retrasar la senescencia en plantas transgénicas. Consistía en poner el 
gen ipt bajo control del promotor de un gen de Arabidopsis thaliana (SAG12) que 
inicialmente se describió como específico de senescencia. De esta manera, cuando se 
inicia la senescencia en las hojas adultas de una planta transgénica con la construcción 
SAG12::ipt se debería activar la expresión del gen, lo que conduciría a la síntesis de 
citoquininas, lo que a su vez retrasaría la senescencia. En teoría, el sistema se auto-
regularía, ya que el gen no debería actuar tras haber cumplido su función. Pese a ello, el 
sistema no tiene interés práctico porque el promotor SAG12 no es específico de 
senescencia y la excesiva acumulación de citoquinina provoca fenotipos anómalos. En 
concreto, en el contexto de un proyecto europeo, los dos directores de esta Tesis, y otros 
miembros del grupo, comprobaron que, en efecto, las plantas transgénicas de tomate y 
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pepino con el gen SAG12::ipt experimentan un retraso de senescencia muy notable, pero 
el resultado no tuvo interés práctico porque las plantas exhibían el 'síndrome de 
citoquinina' (i.e. compacidad, mayor ramificación y otros fenotipos anómalos). A pesar de 
ello, Endo et al. (2002) propusieron esta estrategia como un sistema para seleccionar 
plantas transgénicas libres de genes marcadores.  
De manera alternativa, Ebinuma et al. (2001) propusieron el empleo de los genes rol de 
Agrobacterium rhizogenes. El problema es que las plantas transgénicas tienen un 
desarrollo radicular anómalo (i.e. un síndrome similar a lo que se denomina en inglés 
como "hairy root"), aparte de otras anomalías.  
Además, se han identificado algunos genes de Arabidopsis thaliana que, en principio, 
podrían estar implicados en la respuesta morfogenética. No es de extrañar por tanto que 
se haya propuesto el empleo de alguno de estos  genes (e.g. ESR1, Banno et al., 2001; 
CKI1, Zuo et al., 2002) para la selección de plantas transgénicas libres de marcadores. No 
obstante, el problema es el mismo que para el gen ipt. Es decir, la expresión (o 
sobreexpresión) de estos genes genera un 'síndrome de citoquininas' y los fenotipos 
anómalos de las plantas transgénicas anulan la utilidad del sistema. Para que tuviera 
interés esta estrategia habría que modular la expresión de estos genes (i.e. ipt, ESR1, 
CKI1, ipt) a fin de lograr lo que se pretende (i.e. seleccionar eventos de transformación) 
sin que ello se vea acompañado por efectos pleiotrópicos indeseables en las plantas 
transgénicas.  
4.3. Adecuación de los genes delatores en la detección de eventos de 
transformación 
Se han descrito una serie de genes delatores para facilitar la detección de eventos de 
transformación, para emplearlos como alternativa a los genes marcadores, o para una 
amplia gama de propósitos. 
Hay dos delatores (Lc y Lcf o Luc) que inicialmente generaron grandes expectativas pero 
que, con el tiempo, han caído en desuso. El gen Lc del maíz codifica un factor de 
transcripción tipo Myc, de la familia R, que controla la síntesis de antocianina (Ludwig et 
al. 1989). El descubrimiento de que el gen regula corriente arriba la síntesis de 
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flavonoides (Bradley et al., 1998) llevó a la obtención de plantas transgénicas de tomate 
que producían frutos con altos niveles de flavonoles (Bovy et al., 2002). Además, teniendo 
en cuenta la coloración más oscura que promueve la expresión del gen Lc en distintas 
partes de la planta, Ludwig et al. (1989) propusieron su empleo como delator. En teoría, 
tiene la gran ventaja de que la evaluación o visualización del fenotipo no implica la 
destrucción del material vegetal y, además, sería ideal para delatar eventos de 
transformación en plantas cultivadas en invernadero o campo, condiciones poco 
adecuadas para detectar la expresión de otros delatores no destructivos, como el gfp. 
Aún así, el gen Lc se utiliza muy poco como delator porque la acumulación de antocianina 
provoca efectos pleiotrópicos, tales como el aumento del número de tricomas u otras 
alteraciones en el desarrollo. 
Aunque por razones distintas, lo mismo ha ocurrido con el gen lfc o luc. El gen en cuestión 
se clonó a partir de la luciérnaga y codifica una luciferasa (Ow et al., 1986). Podría haber 
sido un delator ideal por el brillo espectacular que genera su expresión en presencia del 
adecuado sustrato (luciferina). Christensen y Quail (1996) postularon el uso del gen lfc 
como delator en monocotiledóneas, ya que por aquella época se consideraban 
recalcitrantes para la transformación y hacía falta diseñar cualquier estrategia que 
permitiera solventar los problemas existentes. A la hora de la verdad, el gen lfc o luc ha 
tenido escasa utilidad como delator tanto en monocotiledóneas como en dicotiledóneas 
debido, por un lado, a que la luciferina es demasiado cara y, por otro, a que la expresión 
del gen genera un coste energético tan elevado que normalmente conduce a un descenso 
del rendimiento.  
A diferencia de los anteriores, los genes que codifican ciertas proteínas fluorescentes han 
sido de gran utilidad. Prasher et al. (1992) identificaron el gen gfp (green fluorescent 
protein) a partir de la medusa Aequorea victoria y Chalfie et al. (1994) propusieron su 
empleo como delator en experimentos de transformación. Inicialmente hubieron 
problemas con el uso de este gen porque los diferentes organismos tienen una 
preferencia por el uso de distintos codones. A pesar de ello, una vez averiguada la causa 
del problema, se modificó la secuencia por mutagénesis dirigida al sitio y se introdujeron 
ciertos cambios (e.g. cambio de una serina por treonina en la posición 65; Zhang et al., 
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2001a) para incrementar la fluorescencia y optimizar la visualización bajo un microscopio 
adecuado.  
En la actualidad, hay disponibles varios genes que conducen a la síntesis de proteínas 
fluorescentes. Genéricamente se denominan como gfp (término que emplearemos de 
ahora en adelante) pero, aparte del gfp propiamente dicho, que da una proteína con 
fluorescencia verde, hay otros (yfp, bfp, cfp) que codifican proteínas con fluorescencias de 
distinto colores y que por tanto se pueden visualizar empleando los filtros adecuados. Se 
han publicado magníficas revisiones sobre este tipo de genes, así como sobre las 
características o propiedades de las proteínas fluorescentes (e.g. Stewart, 2001; 
Chudakov et al., 2005; Stewart, 2006)  
Las distintas versiones de los genes gfp se han utilizado como delatores en experimentos 
de transformación convencional (e.g. Haselof et al., 1997; Rouwendal et al., 1997; Elliott 
et al., 1999; Molinier et al., 2000; Kaeppler et al., 2001), en la transferencia dirigida a los 
cloroplastos (e.g. Sidorov et al., 1999), así como para cosas tan diversas como la 
monitorización del movimiento de proteínas, estudios de compartimentación celular, 
análisis funcional de promotores y silenciamiento génico inducido por virus (Rizzuto et al., 
1995; Köhler 1998; Ruiz et al., 1998). Se han empleado también como marcadores 
alternativos en experimentos de hibridación somática (Olivares-Fuster et al., 2002) e 
incluso para producir plantas ornamentales que emiten una fluorescencia brillante en las 
partes vegetativas o las flores (Mercuri et al., 2002).  
La utilidad de las proteínas GFP como delatoras está fuera de toda duda, pero cuando se 
discute en torno a su adecuación generalmente se habla solo de las ventajas y pocas 
veces se comentan los posibles inconvenientes. Una ventaja incuestionable es que la 
detección de la fluorescencia no implica el uso de un sustrato ni, lo que es más 
importante, la destrucción del material vegetal; lo único que hace falta es disponer de 
una lupa o un microscopio que permita detectar la fluorescencia y que, por supuesto, 
tenga los filtros adecuados. Es más discutible su utilidad a la hora de analizar el material 
vegetal en el invernadero, porque para ello hace falta un equipo muy costoso. 
Molinier et al. (2000) indicaron que, en función de la intensidad de la fluorescencia, eran 
capaces de distinguir entre plantas homocigóticas y hemicigóticas de tabaco. Si así fuera, 
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el gen gfp no solo tendría interés como delator propiamente dicho, sino que también 
permitiría llevar a cabo análisis de segregación en progenies TG2, o detectar de forma 
temprana plantas homocigóticas a fin de obtener las correspondientes líneas 
homocigóticas en TG3. Con relación a lo primero, este método evitaría el típico análisis de 
expresión del marcador (e.g. resistencia a kanamicina en el caso del gen nptII) que, 
aunque no representa ningún problema, conlleva a descartar las plantas acigóticas. De 
esta forma, no solo se podría hacer el análisis de segregación, sino que también se podría 
seleccionar un número adecuado de plantas homocigóticas, hemicigóticas y acigóticas 
para llevar a cabo una evaluación en el invernadero. El problema es que, pese a lo 
indicado por Molinier et al. (2000), no está claro que haya una relación inequívoca entre 
la configuración en el locus correspondiente (homocigosis versus hemicigosis) y la 
intensidad de fluorescencia. 
Otro tema que conviene tener en cuenta es que el gfp es un delator adecuado para 
ciertas especies, pero no para otras. Por ejemplo, en el laboratorio del Dr. Moreno se ha 
comprobado que no conviene utilizar el gfp como delator en el caso del tomate. En esta 
especie, el gfp sirve para ciertos propósitos (e.g. agroinoculación en flores o frutos), pero 
no para detectar eventos de transformación de manera temprana y tampoco se expresa 
en las partes vegetativas de la planta o, si lo hace, su expresión queda enmascarada. En 
cambio, el gfp es un buen delator en melón, aunque, eso sí, no es tan fiable como el uidA 
a la hora de detectar eventos muy tempranos de expresión transitoria o estable (Dr. 
Moreno, comunicación personal).  
Además, pese a que en ciertas especies no hay problema para utilizar el gfp como delator, 
la intensidad de fluorescencia difiere a lo largo de los procesos de crecimiento y 
morfogénesis, así como en distintas partes de las plantas regeneradas. Por ejemplo, en el 
laboratorio del Dr. Moreno se han obtenido plantas transgénicas de Pelargonium 
hortorum (geranio), Pelargonium peltatum (murciana) y Kalanchoe blossfeldiana que 
combinan larga vida, compacidad y androesterilidad (García-Sogo et al., 2010, 2012). Los 
dos primeros caracteres tienen interés desde un punto de vista ornamental y el tercero 
representa una ventaja adicional porque evita la dispersión del polen. En estos 
experimentos se utilizó el gen nptII como marcador y se evaluó la adecuación del gfp 
como delator. Por lo que se refiere a la identificación de células, yemas o brotes 
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transgénicos, se pudo comprobar que la presencia de la proteína GFP sirve para detectar 
eventos de transformación en ciertas etapas del proceso, pero no en otras. Además, la 
GFP se detecta en las partes vegetativas y reproductivas de estas plantas transgénicas, 
pero no de la misma forma en todas las células. Así pues, para estas especies el gfp se 
puede utilizar no solo como delator propiamente dicho, sino también como sustituto del 
gen marcador para detectar eventos de transformación, pero antes hay que saber en qué 
etapas del proceso conviene hacer la detección.  
Por otro lado, la evaluación exhaustiva del patrón de expresión en las plantas 
transgénicas llevó a la conclusión de que el gfp sería adecuado para el análisis funcional 
de ciertos promotores, pero no de otros. Así pues, si no se tiene una idea clara de en qué 
partes de la planta se expresa el gen en cuestión y cuál es su posible función, sería muy 
arriesgado hacer el análisis funcional del promotor sobre la base del gfp. En este caso, lo 
mejor sería utilizar el gen uidA.          
Volviendo al tema de la adecuación del gen gfp para detectar eventos de transformación 
a nivel temprano, surge la cuestión de si en las células de una  determinada especie 
puede haber algún tipo de proceso que enmascare la fluorescencia o, lo que es peor, 
algún tipo de autofluorescencia que lleve a 'falsos positivos'. Con relación a lo primero, es 
evidente que en determinados tejidos de ciertas especies (como el tomate) hay procesos 
bioquímicos que enmascaran la expresión GFP. Esto no representa ningún problema 
siempre y cuando se haya hecho un análisis a priori, aunque por supuesto conlleva a la no 
utilización del gfp para este propósito. Por lo que respecta a lo segundo, en teoría no hay 
genes homólogos a los gfp en vegetales superiores y por tanto no debería haber 
autofluorescencia en los tejidos de la planta. Sin embargo, Molinier et al. (2000) alertaron 
de que la reacción de herida que se genera a la hora de obtener explantes de tabaco 
produce una autofluorescencia con un espectro similar. Rakosy-Tican et al. (2007) señalan 
que en patata no ocurre lo mismo. Aún así, cuando se pretende utilizar el sistema para 
detectar eventos tempranos de expresión transitoria o estable convendría analizar con 
detalle los explantes de las plantas wild-type a fin de tener la certeza de no detectar 
'falsos positivos'.   
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La alternativa es utilizar el gen uidA o gusA (Jefferson, 1987; Jefferson et al., 1987). El gen 
uidA codifica una -glucuronidasa (GUS) que en presencia de un sustrato adecuado da 
una coloración azul intenso. La visualización no precisa de un equipo especial, de forma 
que solo se requiere una lupa o microscopio para detectar la expresión en ciertas partes 
de la planta (e.g. estomas, tricomas) o en células de un tejido determinado. Con respecto 
al gfp, tiene el inconveniente de que el ensayo suele implicar la destrucción del material 
vegetal. A pesar de ello, con relación al gfp, tiene una serie de ventajas. En primer lugar, 
el color azul (GUS +) se detecta en todas las partes de la planta. Este es el principal motivo 
por el que el que se elige el uidA (en lugar del gfp) para llevar a cabo el análisis funcional 
de un promotor o para la identificación de genes mediante 'trampas génicas'. Aún así, 
conviene tener en cuenta que, si no se realizan algunos cambios en el protocolo original 
(Jefferson et al., 1987), hay tejidos u órganos de la planta que pueden dar color azul en 
presencia del sustrato que se utiliza para detectar el GUS (e.g. anteras; Dr. Moreno, 
comunicación personal). Con todo, esto no ocurre en las primeras etapas del proceso de 
transformación, ni durante el crecimiento de callo o la morfogénesis. En estas fases, el 
GUS es fiable y  permite detectar eventos tempranos de expresión transitoria o estable, 
no solo en yemas y brotes adventicios (organogénesis) o proembriones y embriones 
(embriogénesis somática), sino también en grupos de células o incluso en células 
concretas. Este es el motivo por el que elegimos el gusA como delator en este trabajo. 
4.4. Transformación sin genes marcadores o empleando solo genes delatores 
Uno de los aspectos que se contempla en la polémica sobre las plantas transgénicas es el 
que se refiere al uso habitual de genes marcadores en los experimentos de 
transformación, especialmente los que confieren resistencia a antibióticos o herbicidas. 
Por el momento, no se ha detectado ningún problema relacionado con el medio ambiente 
o el consumidor. Aún así, con el fin de soslayar uno de los aspectos de la polémica, se han 
ideado sistemas para eliminar los genes marcadores a posteriori, tales como los basados 
en la co-transformación, el empleo de elementos transponibles, los sistemas para 
recombinación específica de sitio, etc.  
Inicialmente, estos sistemas se desarrollaron asumiendo que no era factible la 
transformación sin genes marcadores. No obstante, se ha publicado que sí se pueden 
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obtener plantas transgénicas sin un esquema de selección propiamente dicho. En 
concreto, de Vetten et al. (2003) emplearon una cepa virulenta de Agrobacterium (AGLO) 
para infectar explantes de distintos clones o genotipos de patata, que fueron incubados 
sin ningún agente selectivo. La detección de eventos de transformación se realizó 
mediante una simple PCR. Según los autores, dependiendo del genotipo de patata, la 
frecuencia de plantas transgénicas oscilaba entre el 1 % y el 5 %. Aunque las frecuencias 
de transformación que describen en el trabajo parecen un tanto elevadas lo cierto es que 
se han publicado estimas similares en cítricos. En efecto, en un trabajo sobre 
transformación en lima, Domínguez et al. (2002) utilizaron un T-DNA con un marcador 
nptII y un delator uidA, pero no utilizaron ni el marcador ni el delator para seleccionar las 
plantas transgénicas. La identificación se hizo a posteriori mediante PCR. De esta forma, 
encontraron 31 transformantes de 620 plantas analizadas, lo que da una frecuencia de 
transformación del 5,6 %. Tal y como se discute en este trabajo, los resultados indican 
que es factible obtener plantas transgénicas sin selección para resistencia a un antibiótico 
o herbicida ni sobre la base de la detección de expresión de un delator, al menos en 
especies en las que se dispone de un sistema de transformación eficaz. En cambio, como 
también indican estos mismos autores no es razonable utilizar esta estrategia en especies 
recalcitrantes o, en aquellas otras, como el pepino, en las que todavía no se han 
desarrollado métodos eficaces de transformación.   
Algunos autores han recomendado la obtención de plantas transgénicas en ausencia de 
un esquema selectivo (i.e. sin genes marcadores) y sobre la base exclusiva de la detección 
con genes delatores. La propuesta no está dirigida a soslayar la polémica con los genes 
marcadores, sino a solventar el problema que supone en algunas especies la aparición de 
múltiples escapes o de quimeras. En estas especies, no está claro que el empleo de un 
esquema selectivo (e.g. resistencia a un antibiótico o herbicida) suponga una ventaja, e 
incluso para algunos investigadores representa un inconveniente. Por este motivo, en las 
especies donde es habitual la aparición de escapes o de quimeras, algunos autores han 
propuesto el empleo exclusivo del gen uidA (e.g. Christou y McCabe, 1992; Kim y 
Minamikawa, 1996), mientras que otros se decantan por el gfp (e.g. Ghorbel et al., 1999; 
Zhang et al., 2001a).  
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El problema es que ni siquiera así se solventa el problema de los escapes o quimeras. Por 
ejemplo, Berthomieu et al. (1994) inocularon explantes de una línea de Brassica oleracea 
de rápido crecimiento (i.e. ciclo biológico acelerado) con una cepa de Agrobacterium cuyo 
T-DNA contenía un gen delator uidA. Obtuvieron 751 plantas en ausencia de un esquema 
selectivo propiamente dicho y analizaron la expresión del gen uidA en las plantas 
regeneradas. De las 751, 61 fueron GUS (+), lo que en principio indica una elevada tasa de 
transformación. Por desgracia, los análisis moleculares revelaron que casi todas las 
plantas eran quimeras y no transformantes sólidos.   
Otro posible problema asociado a la ausencia de un esquema selectivo estriba en la 
posibilidad de obtener plantas transgénicas con los genes foráneos silenciados. Por 
ejemplo, Domínguez et al. (2002) obtuvieron plantas transgénicas de lima con y sin 
esquema selectivo. Sus resultados indicaron que el empleo de un esquema de selección 
(en este caso, resistencia a kanamicina conferida por el gen nptII) limitaba el número de 
plantas transgénicas con transgenes silenciados. En cambio, en ausencia de selección el 
30 % de las plantas transgénicas tenían silenciados todos los genes transferidos.  
4.5. Métodos de regeneración en experimentos de transformación 
A la hora de llevar a cabo un experimento de transformación en una especie difícil como 
el pepino todos los factores son importantes, pero uno de los más determinantes es el 
método de regeneración. Evidentemente, el método para la regeneración de plantas a 
partir de un cierto genotipo tiene que ser tan eficaz como sea posible, pero al mismo 
tiempo debe ser acorde con los requerimientos de un experimento de transformación. 
Por un lado, es previsible que los tratamientos habituales en un experimento de 
transformación (e.g. infección y co-cultivo con Agrobacterium, cultivo en medios con un 
agente selectivo, etc.) conduzcan a un descenso en la tasa de regeneración. Por otro lado, 
hay que tratar de  conseguir que la variación fenotípica en las plantas transgénicas se 
deba exclusivamente al efecto del gen o genes transferidos, pero no a cambios de tipo 
somaclonal. 
Es factible abordar la transformación genética de algunos genotipos de pepino 
empleando una vía de regeneración basada en la embriogénesis somática (e.g. Burza et 
al., 2006) e incluso se ha demostrado que se puede inducir el proceso de embriogénesis 
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somática en un medio sin auxina (Mashayekhi et al., 2008). Con todo, en el caso del 
pepino, el uso de esta vía suele implicar el uso de líneas embriogénicas establecidas, lo 
que no resulta conveniente debido a la alta tasa de variación somaclonal en las plantas 
regeneradas. 
La vía de regeneración más habitual en experimentos de transformación con el pepino se 
basa en la organogénesis casi directa o indirecta a partir de explantes de cotiledón, limbo 
o peciolo de hoja y, con menor frecuencia, segmentos de hipocótilo. Los métodos básicos 
de regeneración se desarrollaron hace años en el laboratorio del Dr. Stefan Malepszy (ver 
revisión en Malepszy, 1988). 
Con el fin de aumentar la eficacia del proceso de organogénesis adventicia a partir de 
explantes de pepino se han propuesto soluciones muy diversas, tales como la adición de 
ABA (Tabei et al., 1998), el uso de ciertas combinaciones de auxinas y citoquininas 
(Selvaraj et al., 2007), el suplemento del medio con aminoácidos o poliaminas (Zhu y 
Chen, 2005; Selvaraj et al., 2007; Vasudevan et al., 2008), la adición de AgNO3 al medio de 
cultivo (Mohiuddin et al., 2005), etc.  
La disponibilidad de un sistema de regeneración eficiente es, sin duda, un factor 
determinante, pero el problema es que, como se ha comentado antes, el proceso de 
infección con Agrobacterium y la presencia del agente selectivo a lo largo del proceso de 
transformación normalmente disminuyen la tasa de regeneración. En el caso del pepino, 
el descenso es dramático, hasta el punto de que en el laboratorio del Dr. Malepszy se 
estima que estos tratamientos disminuyen la tasa de regeneración por un factor de 20 
(Yin et al., 2005b). De ahí, la necesidad de disponer de un sistema de regeneración eficaz 
antes de abordar un experimento de transformación. 
La elección del tipo de explante es otro factor clave, no solo porque condiciona la eficacia 
de regeneración, sino porque además influye sobre la frecuencia de plantas poliploides 
que surgen tras el proceso de regeneración. Ello se debe a que las plantas de pepino 
tienen una estructura polisomática, es decir algunos tejidos u órganos de las plantas 
presentan un cierto grado de mixoploidía, al igual que ocurre en otras cucurbitáceas 
como el melón y la sandía (Ellul et al., 2007). De esta forma, debido a procesos de 
endorreduplicación asociados al desarrollo, mientras que las células de la línea germinal 
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mantienen el grado de ploidía característico de la especie (i.e. 2C), las de la línea somática 
pueden tener niveles de ploidía superiores (e.g. 4C, 8C, etc.). No es de extrañar por tanto 
que el uso de explantes con células poliploides preexistentes conduzca a la regeneración 
de plantas tetraploides o, lo que es menos habitual, con niveles superiores de ploidía. El 
grado de mixoploidía (i.e. la frecuencia y distribución de células con distinto nivel de 
ploidía) depende del tipo de órgano y el estado ontogénico del mismo. En general, la 
frecuencia de células con mayor nivel de ploidía aumenta con la edad del órgano, y de ahí 
la conveniencia de utilizar explantes de plantas relativamente jóvenes (e.g. procedentes 
de semillas germinadas in vitro).  
Aunque la mixoploidía de los explantes de partida es una de la causas preexistentes de 
variación somaclonal, la aparición de cambios numéricos, estructurales o puntuales en las 
plantas regeneradas puede deberse a causas inherentes al propio cultivo in vitro. Entre 
estas, una de las más importantes es el tipo de morfogénesis: en general, la regeneración 
por vía directa o casi directa no genera más variación que la preexistente en el material 
de partida, mientras que la regeneración por vía indirecta conduce a una cierta tasa de 
variación somaclonal, mayor o menor dependiendo de las condiciones de cultivo, número 
de subcultivos, duración de cada subcultivo, etc. 
A fin de minimizar la tasa de variación somaclonal, Burza y Malepszy (1995) desarrollaron 
un método de regeneración basado en la organogénesis casi directa a partir de 
microexplantes de pepino que, según ellos, es adecuado para diversos genotipos de esta 
especie. Utilizando un método similar, Gambley y Dodd (1990) indicaron que era factible 
obtener unos 50 ápices o brotes caulinares por cotiledón cultivando microexplantes de la 
parte basal de este órgano. Al aplicar la técnica basada en el uso de microexplantes de 
hoja en experimentos de transformación, Burza et al. (2006) describieron eficacias que 
oscilaban entre el 0,8% y el 6,5%. Si se comparan estas cifras con las que aparecen en 
algunos de los trabajos antes mencionados los resultados no parecen especialmente 
destacables, pero en realidad las tasas de transformación que describen Burza et al. 
(2006) son razonablemente altas y además creíbles. Los autores destacan que el método 
tiene la ventaja de que evita la variación somaclonal en las plantas regeneradas. En 
realidad, para sustentar tal afirmación harían falta estudios adicionales no solo en las 
plantas regeneradas sino sobre todo en las progenies de dichas plantas, pero como el 
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método conlleva un proceso de regeneración de tipo casi directo (y no indirecto) parece 
lógico que la tasa de variación somaclonal sea mínima.  
En todo caso, conviene resaltar que para conseguir la regeneración de plantas de pepino 
por organogénesis casi directa no hace falta utilizar microexplantes, sino que se pueden 
utilizar explantes convencionales (i.e. del tamaño habitual en estos trabajos). La decisión 
de utilizar microexplantes o explantes convencionales depende de la eficacia del método 
de regeneración y no de la tasa de variación somaclonal que, previsiblemente, será la 
misma en ambos casos siempre que se utilicen métodos de regeneración casi directa o, 
en todo, sistemas que tiendan a minimizar la fase de callo.       
5. Introducción y expresión de genes foráneos en plantas transgénicas de 
pepino que potencialmente pueden conferir caracteres relevantes 
Debido a las dificultades que plantea la obtención de plantas transgénicas de pepino, son 
escasos los trabajos publicados en los que describa la transferencia de genes que, 
potencialmente, puedan conferir fenotipos relevantes para la mejora. Además, en la 
mayor parte de los casos, los genotipos utilizados como receptores no son los más 
adecuados desde el punto de vista del mejorador, sino aquellos que ofrecen una mejor 
respuesta en cultivo in vitro. Con todo, merece la pena comentar algunos de estos 
trabajos, porque reflejan lo que podría conseguirse si se dispusiera de métodos de 
transformación más eficaces. 
5.1. Tolerancia o resistencia a virus 
Lo que se denomina como resistencia derivada del patógeno viral, es decir la basada en la 
expresión de genes completos o truncados del propio virus en plantas transgénicas, se ha 
convertido en uno de los métodos más eficaces para introducir resistencia a 
enfermedades ocasionadas por virus. Pese a lo que se creía inicialmente, la estrategia no 
es producto exclusivo de la mente del investigador sino que es un invento de la evolución. 
En efecto, la introgresión natural de secuencias virales en el genoma de las plantas y el 
proceso de silenciamiento génico postranscripcional (PTGS) asociado a la expresión de 
dichas secuencias es uno de los mecanismos que explica la aparición de ciertos genes de 
resistencia a virus en plantas (Mette et al., 2002).  
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Según Chee y Slightom (1991), la expresión del gen de la proteína de cubierta del CMV en 
plantas transgénicas de pepino (cv. ‘Poinsett 76’) ofrecía una cierta protección frente a la 
infección artificial por CMV en ensayos realizados en fitotrón. La proteína de cubierta del 
virus (24 KDa) se acumulaba en las plantas transgénicas alcanzando niveles de 14 ng/mg 
de proteína celular total. La expresión del gen de la proteína de cubierta del CMV 
aumentaba la resistencia en ensayos de campo (Gonsalves et al., 1992), aunque la 
protección no era total. A las 8 semanas del transplante, solo el 5 % de las plantas 
transgénicas del cv. ‘Poinsett 76’, así como las de un cultivar considerado como resistente 
al CMV (‘Marketmore 76’), exhibían síntomas de la enfermedad, mientras que en las 
plantas no transgénicas (cv. ‘Poinsett 76’) el porcentaje de infección era del 72 %. A las 30 
semanas en campo, los porcentajes de infección eran: 35% en las plantas transgénicas, 62 
% en las del cultivar ‘Marketmore 76’ (considerado como resistente) y 85 % en el control 
(i.e. plantas del cv. ‘Poinsett 76’). 
De forma similar, en un trabajo independiente, Nishibayashi et al. (1996a) señalaron que 
la acumulación de transcritos correspondientes al gen de la proteína de cubierta del CMV 
(CMV-cp) parecía estar positivamente correlacionada con la resistencia al virus. En este 
trabajo los autores indican que, para su sorpresa, no había relación entre la acumulación 
de mRNA y de la proteína correspondiente, hasta el punto de que la proteína de cubierta 
del virus no era detectable en las hojas y los cotiledones de las plantas transgénicas. La 
aparente anomalía no era tal, ya que si bien por aquella época se creía que la resistencia 
mediada por el patógeno estaría causada por la interferencia en el ciclo vital del virus 
generada por la acumulación de la proteína de cubierta, en la actualidad se sabe que la 
resistencia suele deberse a la activación de un mecanismo de silenciamiento génico 
postranscripcional (PTGS). Con independencia de las causas subyacentes de la resistencia, 
la progenie de un cruce entre plantas transgénicas y control exhibía una notable 
resistencia a la infección por CMV, pero no a la infección por el virus del mosaico del 
calabacín (ZYMV). Aunque esto último era previsible, lo extraño es que, según los autores, 
estas mismas plantas mostraban un reducido grado de síntomas tras una doble 
inoculación con CMV y ZYMV. 
Continuando con la estrategia de introducción de resistencia a virus mediante expresión 
de genes procedentes del patógeno, uno de los trabajos más destacables es el publicado 
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por Gal-On et al. (2005). El virus del mosaico moteado del fruto de pepino (CFMMV) 
ocasiona severos síntomas, incluyendo moteado amarillo en hojas y frutos, que en 
ocasiones llegan a producir el marchitamiento de las plantas. Como no se había 
identificado una fuente de resistencia al virus dentro de la propia especie, los autores 
introdujeron el gen de la replicasa mediante transformación con Agrobacterium en un 
cultivar partenocárpico de pepino. Analizaron 14 progenies de las plantas transgénicas e 
identificaron 8 líneas con diversos grado de resistencia. Las plantas de una de estas líneas 
(I44), homocigótica para el gen de la replicasa, se mostraban inmunes al CFMMV tanto 
por inoculación mecánica como a través de injertos, e incluso por infección a través de la 
raíz, cultivando las plantas en un suelo infestado por el patógeno viral. Es interesante 
resaltar que los autores observaron también un retraso en la aparición de síntomas tras la 
infección artificial con tres tobamovirus relacionados con CFMMV. Más interesante aún, 
al usar la línea homocigótica I44 como patrón no aparecían síntomas de la enfermedad en 
variedades susceptibles injertadas sobre dichos patrones. Sobre la base de sus resultados, 
los autores enfatizaron que este era el primer trabajo en el que se describía protección de 
un cultivar sensible frente a un patógeno viral que se transmite a partir del suelo 
mediante injerto sobre un patrón transgénico.           
5.2. Tolerancia o resistencia frente a hongos fitopatógenos 
La estrategia para abordar este objetivo en la mejora del pepino se ha basado, al menos 
de momento, en la expresión de genes que codifican proteínas PR (pathogenesis related 
genes), habiéndose obtenido resultados dispares. 
La expresión de un gen de arroz que codifica una quitinasa confirió un cierto grado de 
resistencia a Botrytis cinerea, mientras que la expresión de genes que codifican quitinasas 
de petunia, tabaco o judía no proporcionó resistencia a Colletotrichum lagenarium, 
Alternaria cucumerina, Botrytis cinerea, y Rhizoctonia solani (Punja y Raharjo, 1996; 
Raharjo et al., 1996) 
Según Tabei et al. (1998) y Kishimoto et al. (2002), la expresión del cDNA de un gen de 
arroz que codifica una quitinasa de clase I (RCC2) bajo el control del promotor 35S estaba 
positivamente correlacionada con la resistencia a Botrytis cinerea. Según los autores, los 
niveles de la quitinasa de arroz en la línea CR32 (más resistente) y CR3 (resistencia 
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moderada) eran más elevados que en la línea CR20 (susceptible al hongo fitopatógeno). A 
diferencia de lo que ocurría en las plantas control, en las transgénicas no había 
crecimiento del micelio fúngico en las hojas lo que, como especulan los autores, podría 
deberse a la elevada expresión y presencia de la quitinasa de arroz en células epidérmicas 
y del mesófilo de las hojas. 
Tabei et al. (1999) llevaron a cabo un ensayo de riesgos ambientales en ambiente semi-
confinado con las líneas transgénicas de pepino, llegando a la conclusión de que, aparte 
de los efectos que produce la expresión del gen RCC2, no se detectaban otras diferencias 
entre las plantas transgénicas y no transgénicas. 
5.3. Tolerancia frente a estrés abiótico 
Aunque no en el grado que sería deseable, se han ido logrando avances en torno a la 
identificación de genes que, supuestamente, están implicados en mecanismos de 
respuesta o tolerancia frente a diversos tipos de estrés abiótico, como la salinidad y la 
escasez de agua (Cuartero et al., 2006, 2009; Pineda et al., 2012), entre otros factores de 
estrés. Teniendo en cuenta que algunos de estos tipos de estrés abiótico ocasionan 
importantes descensos en la producción de hortícolas (así como en otras muchas 
especies), cabría esperar que en el caso del pepino se hubieran publicado numerosos 
trabajos dirigidos a incrementar la tolerancia frente a estos tipos de estrés abiótico 
utilizando la transgénesis como herramienta metodológica. En la práctica, los pocos 
trabajos publicados se refieren al tema de las bajas temperaturas, que aún siendo un 
problema importante, sobre todo en los lugares donde se practica una horticultura más 
intensiva, no es el más acuciante.         
Sobre la base de la hipótesis de que algunos genes de respuesta a bajas temperaturas 
codifican proteínas con la función de dehidrinas (Close 1997), se han obtenido plantas 
transgénicas de pepino que expresan algunas de ellas. Por ejemplo, Rorat et al. (2004) 
construyeron un casete (GTDhn10) constituido por el promotor del gen de la glucosil-
transferasa de Solanum sogarandinum y el cDNA del gen DHN10 (que codifica una 
dehidrina) y lo transfirieron a plantas de pepino. Detectaron la acumulación del mRNA del 
gen DHN10 en hoja, cotiledón, hipocótilo y raíz de tres líneas transgénicas y los análisis 
posteriores indicaron que la acumulación del transcrito de DHN10 estaba positivamente 
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correlacionada con la tolerancia a las bajas temperaturas (Yin et al., 2004 b). Lo 
sorprendente es que no llegaron a detectar la proteína DHN10 en estas plantas, lo que 
genera serias dudas en cuanto a la mayor tolerancia al frío de las líneas transgénicas 
porque en este caso no parece probable que el fenotipo se deba a un mecanismo de 
silenciamiento postranscripcional, sino a la presencia de la proteína en cuestión.   
Yin et al. (2005 b) refieren un experimento similar, utilizando en este caso un casete 
constituido por el promotor del gen de la glucosil-transferasa de S. sogarandinum y el 
cDNA del gen DHN24 (que también codifica una dehidrina), aunque que nosotros 
sepamos no se han publicado datos sobre el fenotipo de las plantas transgénicas. 
5.4. Mejora de la calidad organoléptica 
Los trabajos realizados en esta dirección se han centrado en tratar de eliminar, o al 
menos reducir, el sabor amargo característico de los frutos de muchos cultivares de 
pepino mediante la expresión de un gen que codifica la taumatina. Por lo que se refiere a 
los experimentos de transformación con este gen, aparte de los análisis habituales, se han 
llevado a cabo estudios más sistemáticos con las plantas transgénicas de los que cabe 
extraer algunas conclusiones interesantes.   
La taumatina es una proteína vegetal que confiere sabor dulce y que se sintetiza en los 
frutos de una planta perenne (Thaumatococcus daniellii Bennet) extendida en el África 
occidental. Se utiliza como edulcorante en la industria agroalimentaria (donde se 
denomina como E957) ya que se considera seguro en términos agroalimentarios (FEMA 
GRAS™, 2016). Iyengar et al. (1979) determinaron la secuencia completa de aminoácidos 
de la taumatina I e indicaron que este edulcorante es 100.000 veces más dulce que la 
sacarosa sobre una base molar, aunque los datos en torno a su capacidad como 
edulcorante oscilan según la fuente consultada.    
Se obtuvieron plantas transgénicas de pepino con el cDNA del gen de la taumatina II bajo 
control del promotor 35S (Szwacka et al., 1996, 1999). De las 10 líneas transgénicas 
analizadas, seis tenían una copia del gen de la taumatina Il y las otras cuatro tenían de dos 
a cinco copias. No se detectaron truncamientos o reordenaciones en el casete de 
expresión de la taumatina II (Szwacka et al., 2002a). La localización cromosómica de la 
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construcción p35S::thaumatinIIcDNA-pnos::nptII se estudió por FISH, observándose una 
inserción preferencial en las regiones eucromáticas de los cromosomas 1, 2, 3 y 4 
(Tagashira et al., 2005).    
Se observaron niveles variables en la expresión del gen de la taumatina II y una ausencia 
de correlación entre los niveles de acumulación de mRNA y proteína, sugiriendo que la 
expresión puede estar controlada tanto a nivel transcripcional como traduccional. No se 
observó tampoco una correlación entre los niveles de transcrito y el número de copias, 
pese a que las diferencias en la acumulación de mRNA llegaban a ser hasta 10 veces 
mayores en distintas líneas (Szwacka et al., 2002 b).   
Los análisis Northern revelaron la presencia de niveles altos o moderados del mRNA de la 
taumatina en frutos maduros de dos plantas TG1, manteniéndose los niveles del 
transcrito en las correspondientes progenies TG2 y TG3. Los análisis Western permitieron 
detectar la proteína en su forma procesada (22KDa) en 11 de las 16 plantas TG2 
evaluadas. Se observó además que la acumulación de taumatina II en los órganos de 
líneas TG3 independientes variaba en un contexto espacio-temporal (Szwacka et al., 
2002a).  
En los frutos de las plantas TG2 se observó una correlación positiva entre acumulación de 
la proteína (i.e. taumatina II) y la intensidad del sabor dulce. Se analizaron 256 frutos y, 
como era de esperar, el sabor de los mismos difería del de la taumatina comercial, 
probablemente debido a la interacción con otros metabolitos endógenos. Conviene 
resaltar que, según los autores, los frutos de una línea tenían un sabor dulce, en lugar del 
típico sabor ácido o amargo de los frutos del wild-type. Por lo que respecta al aroma, los 
frutos de algunas líneas exhibían el típico del pepino, mientras que otros tenían un aroma 
diferente (Szwacka et al., 2002 a y b). 
Los experimentos con las plantas transgénicas que expresaban el gen de la taumatina II 
no quedaron aquí, sino que se llevaron a cabo estudios adicionales sobre la composición 
química y perfiles metabólicos de los frutos, la producción de algunas líneas transgénicas 
en ensayos piloto, e incluso el efecto que producía el suministro de dichos frutos como 
parte esencial de la dieta en ratas de laboratorio. 
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Por lo que respecta a la composición química, los frutos de las plantas transgénicas tenían 
un nivel más alto de proteína (20.3% versus 17.9% de materia seca) y menos fibra (9.4 
versus 11.4% de materia seca). Al analizar los contenidos de diversos iones en la ceniza de 
tales frutos se observaron menores niveles de Na, K, Ca y Mg y, en cambio, mayores 
niveles de Fe y Cu (Kosieradzka et al., 2001). 
Se analizaron también los perfiles metabólicos en frutos de cinco líneas transgénicas 
independientes con respecto a los de plantas regeneradas in vitro pero no transgénicas 
(i.e. equivalentes al control, excepto por la posible existencia de cambios somaclonales). 
Las diferencias en los perfiles obtenidos en las plantas transgénicas se atribuyeron a la 
localización cromosómica del gen foráneo (i.e. a un efecto de posición), pero los 
resultados fueron poco claros porque la frecuencia de cambios en los 68 metabolitos que 
se analizaron con detalle oscilaba entre el 17% y el 40%, valores similares a los obtenidos 
en los frutos de las plantas utilizadas como control en estos experimentos (Tagashira et 
al., 2005).   
En los ensayos piloto realizados en campo, las líneas transgénicas tenían una producción 
equivalente a la de las plantas no transgénicas (Gajc-Wolska et al., 2001). En cambio, la 
calidad organoléptica de los frutos transgénicos era mayor (Gajc-Wolska et al., 2003) ya 
que tenían un sabor más dulce o, lo que es lo  mismo, menos amargo que el de los frutos 
de la línea original. Si bien esto era previsible, lo que no queda claro es el por qué los 
frutos transgénicos exhibían una mayor firmeza de la carne.  
La alimentación de ratas de laboratorio con dietas equivalentes en el nivel de proteína 
pero que contenían 0 o 15% de liofilizados obtenidos a partir de pepinos transgénicos y 
no transgénicos durante 5 semanas reveló una ausencia de cualquier efecto sobre la 
ganancia de peso o el estado de salud aparente de los animales (Kosieradzka et al., 2001).  
Twardowska (2003) obtuvo resultados similares en el contexto del proyecto de 
investigación de su Tesis Doctoral. Aunque la mencionada Tesis está escrita en polaco, 
atendiendo a lo que indican Yin et al. (2005 b), el mencionado investigador observó 
además un mayor nivel de hematocrito en las ratas de laboratorio tras la alimentación 
con pepinos transgénicos, lo cual atribuyó a los mayores niveles de hierro y proteína en 
dichos frutos. Según parece, este autor llegó a realizar incluso ensayos propios del campo 
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de la tecnología de alimentos con una línea transgénica caracterizada por la producción 
de frutos más dulces. Tras demostrar que se cumplía el principio de la equivalencia 
sustancial entre frutos transgénicos y no transgénicos, ensayó varias combinaciones de 
los primeros con frutos frescos o procesados de otras especies para ver si ello producía, o 
no, algún tipo de alteración en sus características básicas. En todos los casos observó una 
alta estabilidad de la taumatina II, tanto tras seis horas de almacenamiento de los frutos 
frescos como a las 4 semanas de conservación en ácido acético.  
Por último, en el trabajo antes mencionado (Twardowska, 2003) se realizó un ensayo con 
algo equivalente a lo que aquí denominaríamos como un panel de cata. Para los que 
intervinieron en tal ensayo, los frutos de las líneas transgénicas tenían menor aceptación 
cuando se presentaban como único alimento para el consumo en fresco pero, en cambio, 
resultaban ventajosos en diversas combinaciones con otros frutos y especialmente 
después del procesado. La mayor aceptación del producto procesado se debía, como era 
de esperar, al sabor más dulce. En cambio, la menor aceptación de los frutos para el 
cultivo en fresco radicaba en la presencia de una mancha de color oscuro en el extremo 
proximal del fruto (i.e. el más cercano al pedicelo).  
Aparte del interés intrínseco del trabajo, los resultados del mismo reflejan la línea tan 
sutil que separa la aceptación o rechazo de un nuevo producto en el mercado. Por lo que 
se refiere a los transgénicos, el trabajo revela además la conveniencia de no quedarse en 
un fenotipado restringido al carácter para el que se pretende obtener una cierta mejora, 
sino una evaluación más amplia que excluya efectos pleiotrópicos del gen foráneo sobre 
otros caracteres relevantes, así como los correspondientes ensayos de producción que 
demuestren que ésta no se ve alterada por el efecto que produce la expresión de dicho 
gen o por un excesivo coste energético asociado al uso de promotores constitutivos.    
5.5. Pepinos transgénicos en la industria de cosméticos 
En algunas regiones o países del mundo, como en Corea, los frutos del pepino no solo se 
utilizan para el consumo en fresco o una vez procesados, sino que se emplean incluso 
como una especie de cosmético para mantener la tersura de la piel y retrasar el 
envejecimiento de la misma. Teniendo esto en cuenta y la asociación que habitualmente 
se hace entre la acumulación de radicales de oxígeno activo (ROS) y el envejecimiento de 
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la piel, aparte de otros muchos efectos indeseables para el ser humano, Lee et al. (2003) 
obtuvieron plantas transgénicas de pepino que expresaban un gen que codifica una 
superoxido-dismutasa (SOD) supuestamente implicada en la eliminación de ROS y por 
tanto en la defensa frente al estrés oxidativo en los organismos aeróbicos.  
En concreto, los autores transfirieron un casete de expresión (denominado mSOD1) 
constituido por el cDNA de un gen de la yuca que codifica una Cu-Zn-SOD bajo control del 
promotor de un gen (ascorbato oxidasa) que, aunque no de forma específica, se expresa 
preferentemente en frutos. Evaluaron tres líneas transgénicas independientes, 
observando un alto nivel de expresión del gen mSOD1 en el fruto, pero no en las hojas. La 
actividad específica SOD (unidades/mg de proteína) era tres veces mayor en los frutos de 
las plantas transgénicas que en los correspondientes controles. Al analizar las siete 
isoenzimas de la superóxido dismutasa presentes en frutos de las plantas transgénicas de 
pepino, detectaron un mayor nivel de expresión tanto en el gen de la yuca transferido 
(mSOD1), como en dos de los genes endógenos, mientras que la expresión de los otros 
cuatro no se veía alterada. Los resultados son interesantes porque reflejan la complejidad 
de los mecanismos de defensa frente al estrés oxidativo (i.e. la expresión de un gen 
foráneo que codifica una SOD conduce al aumento de la expresión de dos genes que 
codifican enzimas relacionados o isoenzimas), pero lo serían aún más si se aportaran 
datos sobre la utilidad de las nuevas líneas transgénicas para solventar el problema 
planteado o, alternativamente, para aumentar la tolerancia frente a distintos tipos de 
estrés abiótico (e.g. salinidad, escasez de agua, bajas temperaturas, etc.) en los que la 
acumulación de ROS juega un papel clave.  
5.6. Mejora de la producción 
Salyaev et al. (2002) introdujeron dos genes (UGT de maíz y ACB de Arabidopsis) en 
distintas especies, incluyendo el pepino, a fin de incrementar la producción. El gen UGT 
(iaglu) de maíz codifica una UGT-transferasa (IAA-glucosa sintasa) que, por lo que parece, 
está relacionada con la acumulación de IAA en el endospermo de la semilla, mientras que 
el gen ACB de Arabidopsis thaliana codifica un transportador para acil-CoAs. Los autores 
señalan que las líneas transgénicas de pepino dieron una producción de hasta 46 kg por 
planta en invernadero, unas tres veces más que las plantas del cultivar original. Aunque el 
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aumento de la producción en las líneas transgénicas parece espectacular, el rendimiento 
por planta no llega a la que se obtiene con los cultivares híbridos en los lugares donde se 
practica una agricultura más tecnificada (e.g. sureste español). En cualquier caso, 
conviene resaltar que los resultados anteriores se presentaron en un Congreso (Creta, 
2002) y, que nosotros sepamos, no se han publicado en una revista científica, por lo que 
resulta difícil emitir cualquier juicio al respecto.  
5.7. Frutos sin semillas 
En algunas especies, la capacidad de desarrollar frutos partenocárpicos es un carácter 
valioso porque, por un lado, permite mantener la producción bajo condiciones 
desfavorables de polinización y, por otro, la ausencia de semillas es un atributo de calidad 
que demanda el consumidor. La mayor parte de los frutos de sandía sin semillas que se 
comercializan actualmente derivan de líneas triploides, obtenidas a partir del cruce entre 
líneas diploides y autotetraploides (Ellull et al., 2007). En cambio, en el caso del pepino, la 
mayor parte de los frutos sin semillas se obtienen a partir de líneas ginoicas que tienen un 
mayor o menor grado de partenocarpia facultativa. 
Pese a la importancia del carácter, es mucho lo que falta por conocer en torno a la base 
genética y modo de acción génica que determinan la capacidad de producir frutos 
partenocárpicos de pepino (Sun et al., 2004). Con todo, se sabe desde hace tiempo que el 
aumento en el nivel de auxina en los óvulos durante ciertas fases del desarrollo floral (e.g. 
preantesis o antesis) conducen a una cierta tasa de cuajado del fruto en ausencia de 
polinización. Por este motivo, Rotino et al. (1997) patentaron y publicaron un método 
para obtener frutos partenocárpicos basado en la transferencia y expresión de la 
secuencia codificadora del gen iaaM de Pseudomonas syringae pv. savastanoi bajo 
control de las señales reguladoras en 5’ de un gen de Antirrhinum majus que se expresa 
preferentemente en óvulos (DefH9). En concreto, los autores observaron que la expresión 
de este gen conducía a la formación de frutos partenocárpicos en tabaco y berenjena, 
aunque era previsible que tuviera un efecto similar en otras especies.  
Yin et al. (2006) lograron resultados similares en pepino utilizando el mismo casete de 
expresión (pDefH9::iaaM). Los autores obtuvieron 9 líneas transgénicas independientes 
(i.e. procedentes de distintos explantes) y, al cultivar las plantas en el invernadero, 
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observaron que el cuajado de fruto en ausencia de polinización oscilaba entre el 60% y el 
100%, dependiendo de la línea transgénica en cuestión. 
5.8. Objetivos relacionados con la salud 
Se han creado muchas expectativas en torno al uso potencial de plantas transgénicas 
como biofactorías para la síntesis de productos relevantes para el ser humano o, incluso, 
para solventar problemas relacionados con la salud humana. Recientemente, un grupo 
chino ha publicado un trabajo en pepino en el que se intenta dar una solución alternativa 
e ingeniosa al problema de la diabetes.  
La molécula GLP-1 es un péptido de 30 aminoácidos semejante al glucagón con actividad 
de hormona cuya función reguladora consiste en estimular la secreción de insulina para 
equilibrar los niveles de glucosa en sangre.  
Zhao et al. (2009) construyeron un gen artificial o quimérico (GLP-T) constituido por 10 
copias de la secuencia codificadora del péptido (GLP-1) situadas en tándem bajo control 
del elemento regulador G10-90 (Ishige et al., 1999). Para seleccionar las células 
transgénicas utilizaron un esquema de selección negativa basado en el empleo del gen 
marcador nptII. No obstante, el vector (pX6) se diseñó de forma que las líneas 
transgénicas finales estuvieran libres del gen marcador. Para ello, el casete de expresión 
correspondiente al marcador se situó entre dos módulos loxp, a fin de lograr la 
eliminación del mismo mediante recombinación inducida por tratamiento con ß–estradiol 
(Zuo et al., 2001). 
Tras la infección y co-cultivo de los explantes de pepino con la cepa de Agrobacterium 
tumefaciens portadora del vector pX6, y el subsiguiente cultivo de los explantes en medio 
con kanamicina, solo pudieron identificar 4 líneas transgénicas. Los análisis Western 
revelaron que dos de ellas expresaban la proteína de fusión (GLP-T) y, como es lógico, 
estas fueron las líneas seleccionadas en los ensayos con ratas diabéticas.  
Los ensayos de actividad biológica en las ratas diabéticas revelaron que el nivel de glucosa 
en el suero se reducía significativamente tras la administración de la proteína de fusión 
GLP-T extraída a partir de los frutos de las líneas transgénicas de pepino. Teniendo en 
cuenta que los análisis adicionales en las ratas alimentadas con esta dieta no revelan 
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ningún efecto dañino aparente, los autores concluyen que sus resultados pueden 
proporcionar una nueva vía o una estrategia alternativa para la prevención o cura de la 
diabetes en seres humanos.  
Los resultados de algunos de los trabajos citados anteriormente ilustran lo que se podría 
lograr utilizando la transgénesis como herramienta para abordar objetivos de mejora u 
otros objetivos relevantes para el ser humano, al tiempo que reflejan las limitaciones a la 
hora de llevar a cabo experimentos de transformación genética con el pepino.  
Así por ejemplo, sin realizar ningún tipo de crítica al trabajo de Zhao et al. (2009), lo cierto 
es que obtener un total de 4 plantas transgénicas independientes resulta poco 
satisfactorio porque ofrece escasas posibilidades a la hora de seleccionar aquella o 
aquellas que exhiban un fenotipo relevante. Es verdad que en el trabajo en cuestión los 
autores tuvieron la fortuna de identificar dos líneas (de las cuatro obtenidas) que 
sintetizaban la proteína de fusión (GLP-T), pero normalmente para identificar una línea 
con fenotipo adecuado se requiere evaluar (y por tanto obtener) un mayor número de 
plantas. El escaso número de líneas transgénicas que se obtuvo en este trabajo no se 
debió al hecho de utilizar una estrategia que permitía la eliminación del gen marcador 
mediante una modalidad del sistema cre-lox, ya que la selección se hizo como es habitual 
(i.e. en medio con kanamicina) y la eliminación se llevó a cabo a posteriori. El problema 
fue que la eficacia del método de transformación era muy baja. De hecho, conviene 
resaltar que para conseguir las 4 líneas transgénicas los autores tuvieron que utilizar 
2.000 explantes de cotiledón, lo que tiene un gran mérito porque representa una enorme 
cantidad de trabajo. En cualquier caso, este trabajo ilustra perfectamente las dificultades 
que plantea la transformación genética en pepino. 
5.9. Transformación genética de pepino vía Agrobacterium 
En la Tabla 1 se resumen los trabajos publicados de transformación genética de pepino 
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Tabla 1. Transformación genética de pepino (Cucumis sativus L.) vía Agrobacterium. 
Tipo de Explante Agrobacterium Genes 
(cepa) Transferidos  (*) 
Cv. Straight Eight Segmentos de hipocótilo Embriogénesis A. rhizogenes nptII Plantas Trulson et al. 1986 
 (A4) 
Líneas Gy3 y Hipocótilo Embriogénesis A. rhizogenes Agropina, manopina Mark et al. 1989 
Straight Eight (LBA-9402) 
Cv. Poinsett 76 Embriogénesis A. tumefaciens nptII Plantas Chee 1990 b 
(C58Z707) 
Línea GY14A Cotiledón de 4 días Embriogénesis A. tumefaciens nptII Plantas Hammar y Grumet 1990 
(LBA4404) (Abstract) 
Cv. Poinsett 76 Embriogénesis A. tumefaciens nptII ,  GUS ,  CMV-C cp Plantas Chee y Slightom 1991 
(C58Z707) 




CV. Noval Segmentos internodales Organogénesis A. rhizogenes Amselem y Tepfer 1992 
(A4) 




rolABC ,  aux 
Raíces  
adventicias 
Cotiledón (corte transversal a  
mitad) de plántulas 7 días 
Líneas 3672 y 3676 Segmentos de pecíolo (4-6 mm)  
y hoja (0,5 cm   
 






Cotiledón (5 mm 2  ) de plántulas  
3-5 días 
Cotiledón (5 mm   2  ) de plántulas  
3-5 días 
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Tabla 1. Transformación genética de pepino (Cucumis sativus L.) vía Agrobacterium (cont.). 
 
 
Tipo de Explante Agrobacterium Genes 
(cepa) Transferidos  (*) 
Cotiledón Embriogénesis A. tumefaciens hpt Plantas Tabei et al. 1994 
(GV3101) 
Organogénesis A. tumefaciens (nptII) Mohiuddin et al. 1995 
(LBA4404) (Abstract) 
Línea 1021 Organogénesis A. tumefaciens CMV-O cp Plantas Nishibayashi et al. 1996 a 
(EHA101) 
Línea 1021 Organogénesis A. tumefaciens GUS Plantas Nishibayashi et al. 1996 b 
(EHA101) 
Cv. Endeavor Embriogénesis A. tumefaciens Plantas Raharjo et al. 1996 
(EHA105) 
Cv. Endeavor Embriogénesis A. tumefaciens nptII Plantas Raharjo y Punja 1996 
(EHA105) 
Organogénesis A. tumefaciens luc Plantas 
(LBA4404) 
Pecíolo (4,5 mm largo) de  
plántulas 10-21 días 
Hibrido Bambina  
(partenocárpico) 
Cotiledón (mitad proximal 
dividida 2 partes a través veno 
central) de plántulas 5-7 días 
Sapountzakis y Tsaftaris 1996  
(Abstract) 
Cv. Shinhokusei Nr.1 
Cvs. Spring Swallow y  
Tasty Green 





Genotipo Proceso Resultado Referencia 
Morfogenético 
Segmentos de hipocótilo  de  
plántulas 7 días 
Pecíolo (4,5 mm largo) de  
plántulas 10-21 días 
nptII , CH5B, y genes de la 
quitinasa acidica de petunia y 
de la quitinasa básica de 
tabaco 
Segmentos de hipocótilo de  
plántulas 7-10 días 
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Tabla 1. Transformación genética de pepino (Cucumis sativus L.) vía Agrobacterium (cont.).  
 
Tipo de Explante Agrobacterium Genes 
(cepa) Transferidos   (*) 
Hoja Organogénesis A. tumefaciens cDNA Taumatina II ,  nptII Plantas Szwacka et al. 1996 
(LBA4404) 
Cv. Borszczagowski Hoja A. tumefaciens El-Kazzaz y Malepszy 1997 
(micro y macroexplantes) 
Cotiledón Organogénesis A. rhizogenes opinas 
(R1000, R1601) 
Cotiledón Organogénesis A. rhizogenes manopina ,  agropina Shi et al. 1998 
(R1000, R1601) 
Cv. Shimoshirazu Cotiledón de plántulas 1  
día 
Organogénesis A. tumefaciens RCC2 Plantas Tabei et al. 1998 
(LBA4404) 
Cv.  Jinyan 4 Cotiledón, hipocótilo A.rhizogenes GUS Plantas Bin et al. 2000 (Abstract) 
(A4) 
Cv. Poinsett 76 Cotiledón Organogénesis A. tumefaciens bar Brotes 
(EHA105) 
Cotiledón A. tumefaciens WMV-2 CP Plantas 
(LBA4404) 
Ganapathi y Perl-Treves  
2000 (Abstract) 
     
Genotipo Proceso Resultado Referencia 












Huizhong et al. 2000  
(Abstract) 
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Tabla 1. Transformación genética de pepino (Cucumis sativus L.) vía Agrobacterium (cont.). 
 
 
Tipo de Explante Agrobacterium Genes 
(cepa) Transferidos  (*) 
Cv. Spring Swallow Cotiledón Organogénesis A. tumefaciens GUS Plantas Mohiuddin et al. 2000 
(GU2260) 
Cotiledón, hipocótilo A. rhizogenes A gropina 
(A4) 
A. tumefaciens RCC2 Plantas 
Var. Chungjang nptII ,  ZGMMV-CP Plantas Lee et al. 2002 
Cotiledón de plántulas 5 días  Organogénesis A. tumefaciens nptII Brotes 
Cv. Sheetal Cotiledón A. tumefaciens nptII ,  GUS Plantas 
(LBA4404) 
Cv. Green Long Cotiledón de plántulas 1 día Organogénesis A. tumefaciens nptII, GUS Brotes Vasudevan et al. 2002 
(EHA105) 
Cv. Çengel köy Organogénesis A. tumefaciens nptII ,  GUS Plantas Kose y Koç 2003 
(EHA101) 
Organogénesis directa Soniya y Das 2002 (Abstract) 
Cotiledón (corte transv. y longit. 
en 2 mitades), hipocótilo (0,5-1 
y 2 cm longitud) 
Genotipo Proceso Resultado Referencia 
Kishimoto et al. 2002 (Abstract) 
Raíces  
adventícias 




Sapountzakis y Tsaftaris 2002  
(Abstract) 
Morfogenético 
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Tabla 1. Transformación genética de pepino (Cucumis sativus L.) vía Agrobacterium (cont.). 
 
 
Tipo de Explante Agrobacterium Genes 
(cepa) Transferidos  (*) 
Cv. Winter Long Cotiledón Organogénesis A. tumefaciens mSOD1 Plantas Lee et al. 2003 
(LBA4404) 
Cv. Jinyansihao Cotiledón Organogénesis A. tumefaciens ABP1 Plantas Jigang et al. 2004 
(Abstract) 
Cotiledón A. tumefaciens CBF3 Plantas 
Hoja Organogénesis A. tumefaciens Plantas 
(LBA4404) 
Hoja Organogénesis A. tumefaciens pGT::Dhn10 Plantas Yin et al. 2004 b 
(LBA4404) 




(Cv. Partenocárpico) Cotiledón A. tumefaciens Plantas 
Xiao-Yan et al. 2004 (Abstract) 
Línea del cv. 
Borszczagowski 
Yin et al. 2004 a 
Gal-On et al. 2005 (Abstract) Gen putativo de 54-kDa de la  
replicasa de CFMMV 
Proceso Genotipo Resultado Referencia 
Morfogenético 
GUS (estudios de expresión 
bajo el promotor PR-2d de 
tabaco) 
Línea del cv. 
Borszczagowski 
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Tabla 1. Transformación genética de pepino (Cucumis sativus L.) vía Agrobacterium (cont.). 
 
 
Tipo de Explante Agrobacterium Genes 
(cepa) Transferidos  (*) 
Poinsett 76 Cotiledón Organogénesis A. tumefaciens nptII, GUS Plantas 
(EHA105) 
Cv. Poinsett 76 Organogénesis A. tumefaciens nptII, GUS Plantas 
(EHA105, LBA4404) 
Cv. Greenlong Cotiledón Organogénesis A. tumefaciens nptII ,  bar Plantas Vengadesan et al. 2005 
(EHA105) 
Nudo cotiledonar A. tumefaciens DREB1A Plantas Wei et al. 2005 (Abstract) 
Cotiledón e yema axilar Organogénesis A. rhizogenes rolC Xiang et al. 2005 (Abstract) 
(K599) 
A. tumefaciens (1)  nptII  y otras Burza et al. 2006 
(1) LBA4404;  construcciones 
(2)  GUS ,   hpt 
Cv. Jinyan no. 7 Organogénesis A. tumefaciens pmi Plantas He et al. 2006 
(EHA105) 
Cv. DongNong 649 Cotiledón Organogénesis A. tumefaciens IaaM Plantas Su et al. 2006 (Abstract) 
Genotipo Proceso 
Morfogenético 
Cotiledón, hipocotilo (ambos de  
plántulas 4 días) 
Referencia Resultado 
Rajagopalan y Perl-Treves 2005 
Raíces  
adventícias 
Línea del cv.  
Borszczagowski 




(1) Organogénesis  
directa; 
(2) Yema apical de plántulas 7- 
10 días. 
(2) Embriogénesis  
(cultivo en  
suspensión). 
(2) LBA4404; EHA105 
Cotiledón de plántulas 5 días Sureshkumar et al. 2005  
(Abstract) 
(1) y (2) Plantas 
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Tabla 1. Transformación genética de pepino (Cucumis sativus L.) vía Agrobacterium (cont.). 
 
Tipo de Explante Agrobacterium Genes 
(cepa) Transferidos  (*) 
Cv. Poinsett 76 Cotiledón Organogénesis A. tumefaciens nptII Plantas 
(EHA105) 
Línea S06 Cotiledón Organogénesis A. tumefaciens ATT1 Plantas Wang et al. 2006 (Abstract) 
(LBA4404) 
A. tumefaciens pDefH9-iaaM Plantas Yin et al. 2006 
(LBA4404) 
Var. S06 y S52 A. tumefaciens CsMADS06, GFP Plantas Lai et al. 2007 (Abstract) 
Línea S52 Cotiledón Organogénesis A. tumefaciens ACS1 Plantas Li et al. 2007 (Abstract) 
(LBA4404) 
Cv. 649 A. tumefaciens IaaM Plantas Liu y Qin 2007 (Abstract) 
Cv. Poinsett 76 Organogénesis A. tumefaciens bar Plantas Vasudevan et al. 2007 
(EHA105) 
Cv. Eunsung Hipocótilo Embriogénesis A. tumefaciens GUS Plantas Kim et al. 2008 
(EHA101) 
Cotiledón Organogénesis A. tumefaciens BCL-2 Plantas 
BnCS Plantas Liu et al. 2009  (Abstract) 
Referencia Resultado Proceso Genotipo 
Morfogenético 
Cotiledón de plántulas 5 días 
Cv. Borszczagowski  
(línea B) 
Sureshkumar et al. 2006  
(Abstract) 
ByungWhan y ByungHoon 2009   
(Abstract) 
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Tabla 1. Transformación genética de pepino (Cucumis sativus L.) vía Agrobacterium (cont.). 
Tipo de Explante Agrobacterium Genes 
(cepa) Transferidos  
    
(*) 
Cv. Jinyan A. tumefaciens hpt Plantas 
(EHA105) 
Embriogénesis A. tumefaciens GLP-T Plantas Zhao et al. 2009 
(GV3101) 
ICE1 Plantas Liu et al. 2010 (Abstract) 
Cv. Eunchim Organogénesis A. tumefaciens TPSP Plantas Kim et al. 2010 
(EHA101) 
Cv. Poinsett76 Cotiledón A. tumefaciens sGFP Plantas 
(EHA105, LBA4404) 
Cv. Swarnamukhi Organogénesis A. tumefaciens HBsAg Plantas 
(LBA4404) 
Var. Simpang Pulai Cotiledón Organogénesis A. rhizogenes Anuar et al. 2011 
  (A4) 
Organogénesis A. tumefaciens PacPAP Plantas Cao et al. 2011 
(EHA105) 
     




Entrenudo de plántulas 10 días Miao et al. 2009 (Abstract) 
Línea de mejora 2M1    Nudo cotiledonar de plántulas  
4-5 días (cortados  
tranversalmente en 2 partes) 




Selvaraj et al. 2010 (Abstract) 
Cotiledón de plántulas 7-10 días Unni y Soniya 2010 (Abstract) 
rolB, GUS (estudios de 




Línea de mejora 02-8 Cotiledón de plántulas 8 días 
    Introducción   45 
 
 
Tabla 1. Transformación genética de pepino (Cucumis sativus L.) vía Agrobacterium (cont.). 
 
 
Tipo de Explante Agrobacterium Genes 
(cepa) Transferidos  (*) 
Cv. Eunsung Organogénesis A. tumefaciens nptII Plantas Jang et al. 2011 
(EHA101) 
Cv. Jinyan-4 Organogénesis A. tumefaciens nptII, CsACO4 Plantas Chen et al. 2012 
(LBA4404) 
A. tumefaciens CBF1 Plantas 
(LBA4404) 
A. tumefaciens GFP, nptII Plantas Nanasato et al. 2013 
(EHA105) 
(infiltración p/ vacío) 
Cv. Xintaimici Nudo cotiledonar Organogénesis A. tumefaciens CsNMAPK Plantas Wang et al. 2013 
(LBA4404) 
Var. Esfahan Organogénesis A. tumefaciens tPA Plantas Asgari et al. 2014 
(LBA4404)  
Var. Shital Organogénesis A. tumefaciens GUS Callos Faisal et al. (2015) 
(LBA4404) 
Cotiledón con nudo cotiledonar  
Cv. Poinsett 76 SR Gupta et al. 2012 (Abstract) 
Cotiledón (cortado en 3 
segmentos) de plántulas 3 días 
Morfogenético 
Genotipo Proceso Resultado Referencia 
Cv. Shinhokusei    No. 1 Organogénesis 
 directa 
Cotiledón (corte transversal a 
mitad c/ parte distal discartada; 
parte proximal cortada 
longitudinal/en  2 trozos) 
Callos de hoja, nudo y  
entrenudo 
Cotiledón (cortado en 5  
segmentos de 5 mm   2 )
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Tabla 1. Transformación genética de pepino (Cucumis sativus L.) vía Agrobacterium (cont.). 
Tipo de Explante Agrobacterium Genes 
(cepa) Transferidos     (*) 
Cv. Ashley (1) Meristemo apical del brote; Organogénesis A. tumefaciens nptII Plantas Baskaran et al. 2016 
(2) Cotiledón ('ShooterG') 
(1) Microinyección; 
Cv. Eunsung Organogénesis A. tumefaciens PAC Plantas Jang et al. 2016 
(GV3101) 
     




(2) Inmersión en medio   
 de infección 
Cotiledón con nudo cotiledonar 
(2-3 cm de longitud) de 
plántulas 7-10 días 
 
(ambos de plántulas 3 días) 
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 (*) Abreviaturas 
 
ABP1 Gen que codifica una proteína de unión a auxina. nptII Gen de la neomicina fosfotransferasa de tipo II.
ACS1 PAC
ATT1 Gen que codifica una monooxigenasa del citocromo P450.
PacPAP Gen de  la proteína antiviral de Phytolacca (PAP ) defectivo y no virulento.
pDefH9
bar Gen de resistencia a bialafos.
BCL-2 pDefH9-iaaM (Construcción quimérica).
BnCs Gene implicado  en la  respuesta al frío de Brassica napus. pmi Gen que codifica para la fosfomanosa isomerasa.
CBF1-3 pGT::Dhn10
CFMMV Virus del mosaico moteado del fruto de pepino. RCC2 cDNA de un gen de arroz que codifica una quitinasa de clase I.
CH5B Gen de la quitinasa básica de judía. rolABC
CMV-C cp Gen de la proteína de la cubierta del virus del mosaico del pepino (cepa C).
CMV-O cp Gen de la proteína de la cubierta del Virus del mosaico del pepino (cepa O). rolB, C Oncogenes de Agrobacterium rhizogenes  en plantas pertenecente al grupo rolABC.
CsACO4 sGFP GFP  sintético.
T-DNA DNA de transferencia (cadena única).
CsMADS06 cDNA conteniendo una sequencia de MADS-box obtenido de Cucumis sativus. tPA cDNA del gen que codifica el activador tisular del plasminógeno humano. 
CsNMAPK Gen que codifica para una proteína quinasa activada por mitógenos de Cucumis sativus. TPSP
DREB1A
GFP Gen que codifica para la proteína verde fluorescente. WMV-2 CP Gen de la proteína de la cubierta del virus del mosaico de la sandía-2.
GLP-T ZGMMV-CP
GUS (uidA) Gen de la β-glucuronidasa.
HbsAg Gen que codifica el antígeno de superficie del virus de la hepatitis B (VHB).
hpt Gen de la higromicina fosfotransferasa.
iaaM Gen de P. syringae pv. savastanoi  que codifica para una  triptófano monooxigenasa.
ICE1 Regulador positivo del gen CBF3  e implicado en la respuesta al estrés por frío.
luc Gen reportero luciferasa.
mSOD1
Gen humano relacionado con la apoptosis.
Gene que codifica para 1-aminociclopropano-1-carboxilato (ACC) Oxidasa (ACO) de
Cucumis sativus.
Codifica para una proteína de fusión (contiene diez repeticiones en tándem del análogo
GLP-1 -  péptido similar al glucagón tipo 1).
cDNA de un gen de la yuca que codifica una CuZnSOD (gen de la enzima superóxido
dismutasa 1).
Genes del plasmido Ri (región TL) involucrado en el proceso de inducción de raíces y
en su crecimiento.
Casete con el promotor del gen de la glucosil-transferasa (GT) y el cDNA del gen que
codifica una dehidrina (Dhn10 ), ambos de S. sogarandinum.
(Designado también como CBF3 ).
Construcción con los genes TPS y TPP de Escherichia coli que codifican para una
trehalosa-6-fosfato (T-6-P) sintasa y T-6-P fosfatasa, respectivamente.
Gen de la proteína de la cubierta del virus del mosaico moteado verde del calabacín.
aux Genes del plasmido Ri (región TR) involucrado en el proceso de inducción de raíces y
en su crecimiento.
Subfamilia de activadores transcripcionales de Arabidopsis thaliana inducidos por el
frío.
Gen que codifica para 1-aminociclopropano-1-ácido carboxílico sintasa. Recombinante de los genes que codifican para las enzimas fitoeno sintasa (psy ) y
caroteno desaturasa (crtl ).
Promotor  del  gen  Deficiens Homologue 9  (DefH9)  de  Antirrhinum  majus




















































Problemática en torno a la transformación genética en pepino  
La transformación genética se ha convertido en una herramienta esencial para lograr 
aplicaciones prácticas y avances del conocimiento que, además de su interés intrínseco, 
abren el camino para abordar nuevos objetivos de mejora. Desde un punto de vista 
aplicado, la obtención de plantas cisgénicas acorta de manera sustancial el tiempo que 
requiere la transferencia de un gen de una línea a otra de la misma especie, o entre 
genotipos de dos especies sexualmente compatibles, mediante un programa de 
retrocruzamiento. En todo caso, la utilidad esencial de la transformación estriba en la 
posibilidad de introgresar genes procedentes de especies no relacionadas, superando las 
barreras de incompatibilidad sexual que normalmente impiden la obtención de híbridos 
interespecíficos. Se trata de un objetivo clave porque si bien la variación extraespecífica 
es la más rica sigue siendo la menos explotada.  
Para que ello sea factible, se precisan avances sustanciales en el conocimiento de la base 
genética de los caracteres de interés agronómico. Se trata de un campo en el que la 
transformación puede aportar tanto o más que en su vertiente aplicada. En efecto, la 
transformación es, hoy por hoy, un método esencial para el análisis funcional de genes y, 
al mismo tiempo, es la técnica en la que se fundamenta la mutagénesis insercional, sea 
con vectores convenciones, vectores de activación transcripcional o con trampas génicas 
(i.e. de intensificadores, promotores y genes). La mutagénesis insercional es, de hecho, la 
herramienta genómica que más está aportando en el conocimiento de la base genética de 
los caracteres de interés agronómico. 
A la hora de aplicar la transformación con fines básicos o aplicados hay que obtener un 
número suficiente de plantas transgénicas independientes (i.e. que deriven de distintos 
eventos de integración). Normalmente se requiere un mínimo de diez plantas 
transgénicas independientes, aunque idealmente deberían obtenerse algunas más. Hay 
que disponer, pues, de un método de transformación eficaz y que además se pueda 
aplicar a cualquier genotipo relevante. En el caso de la mutagénesis insercional el 
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requerimiento es aún más estricto, porque no basta con obtener diez o veinte plantas 
transgénicas, sino que hay que generar miles de líneas T-DNA.  
El pepino es una de las especies hortícolas más importantes a nivel económico. Pese a su 
relevancia agronómica, no puede decirse que a día de hoy se disponga de un método de 
transformación adecuado. Ciertamente, se han descrito protocolos de transformación 
que se han utilizado para transferir algunos genes (por desgracia, no muchos) que podían 
conferir caracteres relevantes. En alguno de estos trabajos, se citan tasas de 
transformación relativamente altas, pero estos datos se refieren no tanto a la frecuencia 
de eventos de transformación independientes sino al número o la frecuencia de callos 
preseleccionados en medio selectivo. Atendiendo a las estimas que aparecen en trabajos 
de autores más estrictos, la conclusión es que la eficacia real de los protocolos de 
transformación en el pepino dista mucho de la que sería deseable. Esto supone una grave 
limitación porque para abordar con garantías ciertos objetivos se precisan métodos más 
eficaces y para plantear de forma realista un programa de mutagénesis insercional haría 
falta un enorme salto cualitativo.  
Los problemas a la hora de conseguir plantas transgénicas de pepino estriban en la baja 
respuesta morfogenética en explantes de ciertos genotipos, la escasa adecuación de los 
métodos de selección, el descenso en la tasa de regeneración debido a los tratamientos 
habituales en un experimento de transformación y, sobre todo, la alta tasa de escapes. En 
relación con el primer punto, se precisa el desarrollo de métodos adecuados en un 
programa de transformación. Por lo que respecta al segundo punto, las alternativas 
disponibles son por desgracia escasas porque a la hora de la verdad hay pocos 
marcadores útiles. Para complicar las cosas, los tratamientos de inoculación y co-cultivo 
con Agrobacterium y el empleo de un esquema de selección generan un descenso de la 
tasa de regeneración. Así, en el laboratorio del Dr. Stefan Malepszy, un investigador de 
reconocido prestigio en este campo, se estima que, debido a los tratamientos habituales 
en un experimento de transformación genética, la tasa de regeneración en pepino 
disminuye por un factor de 20. En nuestro laboratorio el descenso no es tan significativo 
pero, con independencia del factor de reducción, lo cierto es que la tasa de regeneración 
disminuye, y mucho. Con todo, el problema más acuciante es el que deriva de la 
frecuente aparición de escapes o de quimeras tras el proceso de selección. 
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Objetivos del presente trabajo 
En función de la problemática existente, los objetivos  concretos del presente trabajo han 
sido los siguientes:  
1)  Evaluación de la respuesta cultural y morfogenética en explantes de pepino y 
desarrollo de métodos de regeneración potencialmente útiles en experimentos de 
transformación.  
Se ha realizado un estudio sobre algunos de los factores que afectan a la tasa de 
regeneración a partir de explantes de pepino con el fin de encontrar unas condiciones 
adecuadas para un experimento de transformación. Estos estudios se han llevado a 
cabo con dos cultivares comerciales de pepino ('Marketer' y 'Negrito'), tres líneas 
puras (cedidas por 'Semillas Fitó') y una línea que ha servido de base en programas de 
mejora ('Wisconsin 2843'). Se han empleado distintos tipos de explantes primarios 
para determinar cuál o cuáles pueden ser los más adecuados en un experimento de 
transformación. Por lo que respecta al medio de cultivo, además de estudiar el efecto 
de componentes habituales (e.g. reguladores del crecimiento) se ha evaluado el efecto 
de otros componentes que no lo son tanto, como el nitrato de planta o el sulfato de 
cobre. Asimismo, se ha analizado el grado de mixoploidía en algunos explantes y el 
efecto de ciertos tratamientos sobre el nivel de ploidía de las plantas regeneradas.  
2)  Análisis de las etapas del proceso de transformación en pepino mediante co-cultivo de 
explantes con Agrobacterium tumefaciens.  
Se han analizado diversos factores relacionados con el protocolo de transformación, 
tales como la cepa de Agrobacterium, la forma de llevar a cabo las fases de inoculación 
y co-cultivo, la adecuación de distintos genes marcadores en el proceso de selección y 
la influencia de distintos componentes del medio de cultivo. Asimismo, se han tratado 
de inferir las causas que generan la aparición de escapes o de quimeras en 
experimentos de transformación de pepino. Por último, sobre la base de los resultados 
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III. Material y Métodos 
1. Material Vegetal 
A lo largo de este proyecto de investigación, se emplearon una serie de cultivares y líneas 
de mejora de pepino elegidos por su importancia desde un punto de vista comercial o en 
programas de mejora vegetal. En concreto, se utilizaron los cultivares 'Marketer' y 
'Negrito', comercializados por la empresa Semillas Fitó SA, la línea 'Wisconsin 2843' (una 
línea de mejora de acceso libre en la que, gracias a la labor de diferentes centros públicos 
de investigación, se han introducido diversos genes de resistencia a enfermedades) y 
cuatro líneas puras ('Fitó-1', 'Fitó-11', 'Fitó-13' y 'Fitó-17') gentilmente cedidas por Semillas 
Fitó SA. 
2. Técnicas básicas de cultivo in vitro 
2.1. Esterilización de semillas 
Las plántulas axénicas se obtienen a partir de semillas que, previamente, han pasado por 
un proceso de esterilización o desinfección. Las semillas se esterilizan superficialmente 
por inmersión, durante 30 minutos, en una solución de lejía comercial diluida al 50% (5% 
de hipoclorito de sodio) equivalente a 50 g de cloro activo por litro, a la cual se añaden 2 
gotas de detergente 7X-0-matic (Flow Laboratories) que ayuda a romper la tensión 
superficial de los tejidos, mejorando el contacto entre el tejido y el agente desinfectante. 
A continuación, se elimina la solución desinfectante mediante tres lavados sucesivos (5, 
10 y 15 minutos, respectivamente) con agua destilada estéril.  
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2.2. Obtención de plántulas axénicas 
Tras el proceso de esterilización de semillas, se procedió a la siembra de las mismas en 
tubos de ensayo de vidrio (25 mm de diámetro x 150 mm de altura) que contenían unos 
10 ml de medio MG (Tabla 3). Los tubos de ensayo se cubrieron con tapones de plástico 
traslúcido y se colocaron verticalmente en una gradilla de metal, la cual se envolvió 
primero con film de plástico transparente y después con papel de aluminio. 
La incubación se realizó en dos fases. En la primera, las semillas se incubaron durante 24-
36 horas en condiciones de oscuridad continua a 26 ± 2 ºC. Tras la emergencia de la 
radícula, se retiró el papel de aluminio y los tubos de ensayo con las semillas recién 
germinadas se incubaron en las condiciones estándar descritas en el apartado III.2.10. A 
los 3 días las plántulas presentaban un grado de desarrollo suficiente para poder proceder 
al corte de explantes. No obstante, en función del tipo de experimento, se utilizaron 
explantes de plántulas de 3 a 10 días de edad. 
2.3. Extracción de explantes de cotiledón a partir de plántulas axénicas 
Los explantes de cotiledón se extrajeron de plántulas de 3, 4, 7 ó 10 días. Se eliminaron 
los extremos distal y proximal del cotiledón. Tras el proceso de corte, el cotiledón se 
dividía, o no, por la mitad. De esta forma, se obtenían dos tipos de explantes a los que 
denominamos como 'medio cotiledón' o 'cotiledón entero'. Este último tipo de explante, 
se empleó únicamente en los primeros estudios sobre morfogénesis con plántulas de 4 
días.  
2.4. Obtención de plantas axénicas por cultivo de ápices meristemáticos 
Tras la extracción de los cotiledones a partir de las plántulas de 4 días, se procedió al 
corte del ápice caulinar con una pequeña porción de hipocótilo (1-1,5 cm de longitud). 
Los ápices se sembraron, manteniendo su polaridad, en medio base MB3 (Tabla 5). El 
cultivo se realizó en botes de vidrio de 500 ml cubiertos con una tapa de plástico 
traslúcida y que contenía aproximadamente 55 ml de medio de cultivo. Se sembraron 
cuatro ápices por bote y el período de cultivo fue de 3-4 semanas. La incubación se llevó a 
cabo en las condiciones estándar (apartado III.2.10). 
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2.5. Extracción de explantes de hoja a partir de plantas axénicas 
A las 3-4 semanas de cultivo, se obtuvieron plantas bien desarrolladas a partir de los 
ápices meristemáticos. Se utilizaron las dos o tres primeras hojas desarrolladas más 
próximas a la zona apical de la planta, excluyendo las que tenían señales de daño o 
senescencia prematura debido al contacto con la parte interna del recipiente de vidrio. 
Para la extracción de explantes, se eliminaron los bordes laterales de la hoja y la porción 
restante se troceó en segmentos de unos 0,7-0,8 cm2. 
2.6. Cultivo de explantes primarios e inducción de organogénesis 
Los explantes de cotiledón o de hoja se cultivaron con el envés en contacto con el medio 
de inducción de organogénesis (Tabla 6). Se emplearon botes de vidrio de 300 ml 
cubiertos con una tapa de plástico traslúcida, que contenían unos 42 ml de medio de 
cultivo, o placas Petri de 90 mm de diámetro x 15 mm de altura, con unos 20 ml de medio 
de cultivo. Se cultivaron 6 explantes por recipiente y el periodo de incubación fue, 
normalmente, de 3 semanas. Las placas Petri se sellan con Parafilm para reducir la 
probabilidad de contaminación externa. La incubación se realizó bajo condiciones 
estándar (apartado III.2.10), excepto en un experimento en el que se estudió el efecto de 
diferentes fotoperiodos. 
2.7. Desarrollo de brotes 
Las estructuras adventicias procedentes del cultivo de explantes primarios se cultivaron 
en los medios de desarrollo y elongación de brotes K02 o FCu (Tabla 9). En el primer caso, 
el periodo de cultivo era de dos semanas, mientras que en el segundo el periodo de 
incubación fue variable. Se emplearon botes de vidrio de 300 ml cubiertos con una tapa 
de plástico traslúcida, conteniendo unos 42 ml de medio de cultivo. El número de brotes 
por recipiente fue normalmente de 6. La incubación se realizó bajo condiciones estándar 
(apartado III.2.10).  
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2.8. Enraizamiento de brotes axénicos 
Los brotes desarrollados se cultivaron en el medio base MB3 (Tabla 5). Se emplearon 
botes de vidrio de 500 ml cubiertos con una tapa de plástico traslúcido y que contenían 
unos 55 ml de medio de cultivo. Se sembraron normalmente cuatro ápices 
meristemáticos por recipiente. La duración fue normalmente de 3-4 semanas. La 
incubación se llevó a cabo en condiciones estándar (apartado III.2.10). 
2.9. Propagación clonal 
Para la propagación clonal in vitro se aislaron explantes de aproximadamente 1-1,5 cm de 
longitud que contenían el meristemo caulinar apical o segmentos de tallo con yemas 
axilares procedentes de plantas de 3-4 semanas crecidas en medio base MB3 (Tabla 5). El 
subcultivo se realizó en el mismo medio base, manteniendo la polaridad de los explantes.  
El cultivo se realizó en botes de vidrio de 500 ml cubiertos con una tapa de plástico 
traslúcida, y la duración fue, normalmente, de 3-4 semanas. La incubación se realizó bajo 
condiciones estándar (apartado III.2.10). 
2.10. Condiciones de incubación 
En la mayor parte de experimentos, la incubación del material vegetal se llevó a cabo en 
una cámara de cultivo en la que se controlaron las condiciones de luz, temperatura y 
humedad. El fotoperiodo fue de 16 horas luz/ 8 horas oscuridad,  la intensidad luminosa, 
suministrada por una fuente de luz fría (tubos Sylvania Grolux), fue de 2000 luxes 
(equivalente a 34 E/m2/s), la temperatura de 26 ± 2 ºC y la humedad relativa osciló entre 
el 70% durante el periodo oscuro y el 40% durante el periodo luminoso. 
  
 




3. Morfogénesis de explantes primarios vía organogénesis 
Los estudios de regeneración de pepino vía organogénesis se llevaron a cabo empleando 
distintos genotipos, tipos de explante y, por lo que se refiere al medio de cultivo, además 
de estudiar el efecto de componentes habituales (e.g. reguladores del crecimiento), se 
evaluó el efecto de otros componentes que no lo son tanto (e.g. nitrato de planta), u 
otros como el sulfato de cobre a concentraciones muy superiores a las habitualmente 
empleadas. Se estudiaron además diferentes condiciones de incubación. Lo que 
pretendíamos era optimizar la respuesta morfogenética y adecuar el proceso de 
regeneración a las características de un experimento de transformación genética vía 
Agrobacterium tumefaciens. 
El protocolo de regeneración se realizó en tres pasos: inducción de organogénesis; 
desarrollo y elongación de brotes; y enraizamiento. 
En el primer punto se pretendió inducir la diferenciación de yemas adventicias en 
explantes de cotiledón o de hoja. Los explantes se cultivaron con el envés en contacto con 
el medio de inducción sólido. En función de las condiciones experimentales, se 
observaron los tres tipos de organogénesis: directa (es decir, sin formación de callo 
aparente), casi directa (con escasa proliferación celular) e indirecta (tras la formación de 
callo). 
En la segunda fase se intentó el desarrollo de los brotes a partir de las yemas adventicias. 
El cultivo se realizó en el medio de desarrollo y elongación de brotes. Al concluir esta fase, 
se procedió a una lectura de la frecuencia de explantes con estructuras adventicias y el 
índice organogénico. 
En la tercera fase se procedió al enraizamiento de los brotes para obtener una planta con 
un estado de desarrollo adecuado. El cultivo se llevó a cabo en medio base (i.e. sin 
reguladores del crecimiento). 
  




4. Determinación del nivel de ploidía mediante citometría de flujo 
El análisis se realizó mediante la cuantificación del contenido de ADN nuclear de las 
células de cotiledones y hojas jóvenes procedentes de cultivo axénico, según el método 
de Smulders et al. (1994). 
Un fragmento de tejido vegetal (aprox. 1 cm2) se colocó en una placa Petri de 50 mm de 
diámetro, a la que se añadió 200 μl de tampón de extracción de núcleos (Partec, Münster, 
Germany), y se troceó finamente con una cuchilla. Tras resuspenderse la mezcla se filtró a 
través de una malla de nylon de 50 μm (Nyblot) y se le adicionó 800 μl de la solución de 
tinción de ADN conteniendo 1 mg/l de fluorocromo DAPI (4,6-diamino-2-phenyl-indole) 
(DAPI staining solution, Partec). A continuación se acopla la suspensión de núcleos al 
analizador de ploidía (PA-II Ploidy Analyser, Partec), lo cual está equipado con una 
lámpara de mercurio que emite luz ultravioleta de 366 nm. El flujo de núcleos en 
suspensión pasa por una cámara de cuarzo (conducto de 10 µm), la cual no permite el 
paso simultáneo de dos unidades, siendo iluminado por la fuente de luz ultravioleta. 
Como resultado, el fluorocromo DAPI fijado al ADN emite una fluorescencia proporcional 
a la cantidad de ADN del núcleo, siendo esta reconocida y captada por un fotorreceptor. 
El sistema informático integrado convierte cada señal fluorescente en un punto sobre la 
pantalla que se sitúa en distintas posiciones de acuerdo con su intensidad. Los resultados 
pueden visualizarse en un gráfico,  con los datos ordenados según el contenido nuclear de 
ADN (eje de abscisas), y el número de núcleos de cada tipo (eje de ordenadas). Se realizó 
una calibración previa, situando el pico correspondiente a un contenido de ADN igual a 2C 
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5. Soluciones minerales, vitaminas y medios de cultivo 
Se presenta a continuación la composición de los medios de cultivo empleados en los 
estudios de morfogénesis de explantes primarios. Algunos de estos  medios se han 
utilizado también en el proceso de transformación genética vía Agrobacterium 
tumefaciens. 
5.1. Solución mineral MS (Murashige y Skoog, 1962) 
 
Tabla 2. Solución mineral MS ( Murashige y Skoog, 1962) (1) . 
     
Solución mineral MSI    
     
Macronutrientes   (mg/l) 
     
NH4NO3    1650 
KNO3    1900 
CaCl2
.2H2O    440 
MgSO4
.
7H2O   370 
KH2PO4    170 
     
     
Solución mineral MSII    
     
Micronutrientes   (mg/l) 
     
KI    0,83 
H3BO3    6,20 
MnSO4
.4H2O   22,30 
ZnSO4
.7H2O    8,60 
Na2MoO4
.2H2O   0,25 
CuSO4
.5H2O    0,025 
CoCl2
.6H2O    0,025 
     
     
Solución mineral MSIII    
     
FeNa.EDTA    (mg/l) 
     
FeSO4
.7H2O    27,8 
Na2
.EDTA    37,3 
     
(1) 
las soluciones MSI, II y III se preparan por separado; al preparar la solución de sales 
inorgánicas en agua destilada, sólo se añade un componente cuando el previo esté 
bien disuelto.                                                                                                                                                 






5.2. Medio de germinación MG (Moreno et al., 1984) 
  
Tabla 3. Medio de germinación MG (Moreno et al., 1984). 
     
Componentes   (g/l) 
     
Solución mineral   MS (1) 
Sacarosa    10 
Agar (2)    8 
     
pH (3)    5,7 
     
(1)
 solución mineral de Murashige y Skoog (1962)  
(2) 
agar Industrial (Pronadisa)    
(3)
 ajustado con 0,1/1 N KOH y de HCl antes de añadir el agar y de esterilizar. 
 
5.3. Solución de vitaminas RT (Staba, 1969) 
 
Tabla 4. Solución de vitaminas RT (Staba, 1969) (1) . 
     
Vitaminas       (mg/l) 
     
Nicotinamida         0,2 
Piridoxina-HCl        0,2 
D-Biotina         0,1 
Colina-HCl         0,1 
Pantotenato de calcio        0,1 
Tiamina-HCl         0,1 
Ácido fólico         0,05 
Ácido p-aminobenzoico        0,05 
Rivoflavina         0,05 
Cianocobalamina        0,00015 
   
(1)
 se prepara una solución stock 1000X y se almacena a –20°C; se añade al medio 















5.4. Medio base MB3 (Moreno et al., 1985) 
 
Tabla 5. Medio base MB3 (Moreno et al., 1985). 
     
Componentes   (g/l) 
     
Solución mineral   MS (1) 
Sacarosa    30 
Myo-inositol    0,1 
Tiamina-HCl   0,001 
Vitaminas    RT (2) 
Agar (3)    8 
     
pH (4)    5,7 
     
(1)
 solución mineral de Murashige y Skoog (1962) 
 
(2)
 solución vitamínica de Staba (1969)  
(3) 
agar Industrial o Agar Bacteriológico Europeo  
(4)
 ajustado con 0,1/1 N KOH y 0,1/1 N HCl antes de añadir el agar y esterilizar. 




5.5. Medios de inducción de organogénesis 
 
Tabla 6. Medios de inducción de organogénesis B 10, B 25, B 50, IB 05 10, IB 005 25, IB 05 25 y IB 05 50. 
         
  B 10 B 25 B 50 IB 05 10 IB 005 25 IB 05 25 IB 05 50 
Componentes  (g/l) 
        
Solución mineral MS (1) MS MS MS MS MS MS 
Sacarosa  30 30 30 30 30 30 30 
Myo-inositol  0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 
Tiamina-HCl 0,001 0,001 0,001 0,001 0,001 0,001 0,001 
Vitaminas  RT (2) RT RT RT RT RT RT 
IAA (3)  - - - 0,5x10-3 0,05x10-3 0,5x10-3 0,5x10-3 
6-BA (4)  1x10-3 2,5x10-3 5x10-3 1x10-3 2,5x10-3 2,5x10-3 5x10-3 
Agar (5)  8 8 8 8 8 8 8 
         
pH (6)  5,7 5,7 5,7 5,7 5,7 5,7 5,7 
         
(1)
 solución mineral de Murashige y Skoog (1962)      
(2)
 solución vitamínica de Staba (1969)       
(3)
 ácido indol-3-acético        
(4) 
6-bencilaminopurina        
(5) 
Agar Industrial (Pronadisa)        
(6)









































  B 25 + 1Cu IB 05 25 + 
0Cu 
IB 05 25 + 
0,2Cu 
IB 05 25 + 
1Cu 
IB 05 25 + 
5Cu 
Componentes                   (g/l) 
       
Solución mineral MS 
(1)
 MS MS MS MS 
Sacarosa  30 30 30 30 30 
Myo-inositol  0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 
Tiamina-HCl 0,001 0,001 0,001 0,001 0,001 
Vitaminas  RT 
(2)
 RT RT RT RT 
CuSO4
.5H2O 1X10
-3 - 0,2X10-3 1X10-3 5X10-3 
IAA (3)  - 0,5x10
-3 0,5x10-3 0,5x10-3 0,5x10-3 
BA (4)  2,5x10
-3 2,5x10-3 2,5x10-3 2,5x10-3 2,5x10-3 
Agar 
(5)
  8 8 8 8 8 
       
pH (6)  5,7 5,7 5,7 5,7 5,7 
       
  (1) solución mineral de Murashige y Skoog (1962) 
(2)
 solución vitamínica de Staba (1969) 
(3)




 agar industrial (Pronadisa) 
(6)
 ajustado con 0,1/1 N KOH y 0,1/1 N HCl antes de añadir el agar y de esterilizar. 
  
Tabla 7. Medios de inducción de organogénesis  con  CuSO4 (Cu):  B 25 + 1Cu,  IB 05 25 + 0Cu,     
IB 05 25 + 0,2Cu, IB 05 25 + 1Cu, IB 05 25 + 5Cu. 
 
  





































  B 25               
+ 0,8Ag  
(5µM Ag) 
IB 05 25    
+ 0Ag 
(0µM Ag) 
IB 05 25      
+ 0,08Ag 
(0,5µM Ag) 
IB 05 25   
+ 0,8Ag  
(5µM Ag) 
IB 05 25   
+ 8Ag    
(50µM Ag) 
Componentes (g/l) 
       
Solución mineral MS (1) MS MS MS MS 
Sacarosa  30 30 30 30 30 
Myo-inositol  0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 
Tiamina-HCl 0,001 0,001 0,001 0,001 0,001 
Vitaminas  RT (2) RT RT RT RT 
AgNO3 0,8495x10
-3 - 0,08495x10-3 0,8495x10-3 8,495x10-3 
IAA (3)  - 0,5x10
-3 0,5x10-3 0,5x10-3 0,5x10-3 
BA (4)  2,5x10
-3 2,5x10-3 2,5x10-3 2,5x10-3 2,5x10-3 
Agar 
(5)
  8 8 8 8 8 
       
pH (6)  5,7 5,7 5,7 5,7 5,7 
       
  (1) solución mineral de Murashige y Skoog (1962) 
(2)
 solución vitamínica de Staba (1969) 
(3)




 agar Industrial (Pronadisa) 
(6)
 ajustado con 0,1/1 N KOH y 0,1/1 N HCl antes de añadir el agar y de esterilizar. 
  
Tabla 8. Medios  de  inducción  de  organogénesis con AgNO3 (Ag):  B 25 + 0,8Ag (5 µM), IB 05 25 
+ 0Ag,  IB 05 25 + 0,08Ag (0,5 µM),  IB 05 25 + 0,8Ag (5 µM),  IB 05 25 + 8Ag (50 µM). 
  











5.6. Medios de desarrollo y elongación de brotes 
 
Tabla 9. Medios de desarrollo y elongación de brotes K02 y FCu. 
    
  K02 FCu 
Componentes             (g/l) 
    
Solución mineral MS (1) MS 
Sacarosa  30 30 
Myo-inositol  0,1 0,1 
Tiamina-HCl 0,001 0,001 




NAA (3)  - 0,01x10-3 
6-BA (4)  - 0,1x10-3 
Kin (5)  0,2x10-3 - 
Agar (6)  8 8 
    
pH (7)  5,7 5,7 
    
(1)
 solución mineral de Murashige y Skoog (1962) 
(2)
 solución vitamínica de Staba (1969)  
(3)
 ácido α-naftalenacético   
(4) 
6-bencilaminopurina   
(5)
 quinetina (6-furfurilaminopurina)  
(6) 
agar Industrial en K02 y Agar Bacteriológico Europeo en Fcu 
(7)
 ajustado con 0,1/1 N KOH y 0,1/1 N HCl antes de añadir el agar y de esterilizar. 
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6. Transformación genética vía Agrobacterium tumefaciens 
El método de transformación genética se basó en el co-cultivo de explantes con 
Agrobacterium tumefaciens y la regeneración in vitro de plantas, teniendo como punto de 
partida el protocolo de Ellul et al. (1995) para sandía (Citrullus lanatus L.). En la 
transformación genética se emplea un sistema de vector binario constituido por dos 
plásmidos, es decir, uno con la región vir y otro desarmado, de inferior tamaño, y que 
contiene el gen marcador y el gen delator. 
6.1. Material vegetal 
Los procedimientos para la obtención del material vegetal estéril son iguales a los 
mencionados en el apartado III.2 (Técnicas básicas de cultivo in vitro). Se utilizaron 
explantes de cotiledón entero procedentes de plántulas de 3-7 días de los genotipos 
'Wisconsin 2843', 'Marketer' o 'Negrito'.  
6.2. Cepas bacterianas, vectores y genes incluidos en el T-DNA 
Se utilizaron 2 cepas desarmadas de A. tumefaciens conteniendo diferentes plásmidos de 
ayuda Ti. La cepa LBA4404 contiene el vector binario pBin19 o pBIG121-Hm, y la cepa C58 
el vector binario pBIG121-Hm. El pBin19 porta el gen marcador nptII bajo el control del 
promotor de la nopalina sintasa (NOS) y con el terminador NOS. El pBIG121-Hm contiene 
el gen marcador nptII bajo el control del promotor NOS y con el terminador NOS; el gen 
hpt bajo el control del promotor 35S del virus del mosaico de la coliflor (CaMV) y el 
terminador NOS; y el delator uidA-int que contiene las mismas señales de regulación que 
el anterior. 
Las características de los genes marcadores (nptII y hpt) y del gen delator (uidA-int) 
incluidos en los vectores mencionados son las siguientes: 
El gen de la aminoglucósido-3'-fosfotransferasa II (APH (3´)-II) o nptII deriva del 
transposón Tn5 de Escherichia coli, y codifica el enzima neomicina-fosfotransferasa II que 
inactiva por fosforilación antibióticos aminoglicósidos, como la kanamicina, neomicina o 
geneticina (G418). Su expresión permite detoxificar estos antibióticos en las células de las 
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plantas transformadas con éxito, constituyendo un importante método de selección en la 
transformación de plantas. 
El gen de la higromicina fosfotransferasa (hpt, hph o aphIV) ha sido aislado de E. coli y 
codifica la enzima higromicina fosfotransferasa (HPT) que detoxifica el antibiótico 
higromicina B (Hm). Un elevado número de plantas han sido transformadas con este gen, 
y la higromicina B se ha mostrado eficaz en la selección de una amplia gama de plantas, 
incluyendo las monocotiledóneas, siendo el segundo antibiótico más frecuentemente 
usado para la selección después de la kanamicina (Miki y McHugh, 2004). La mayoría de 
plantas presenta más sensibilidad a la higromicina B que a la kanamicina o geneticina 
(Hauptmann et al., 1988; Meijer et al., 1991; Schrott, 1995). 
El gen uidA (gusA) procedente de E. coli codifica la enzima β-glucuronidasa que cataliza la 
reacción de hidrólisis de los β-D-glucurónidos en presencia del sustrato apropiado, siendo 
el gen delator más ampliamente utilizado en plantas (Miki y McHugh, 2004). Su actividad 
puede ser monitoreada en las células transformadas a través de métodos fluorimétricos e 
histoquímicos al formarse un producto azulado. En el primer caso, cuando el sustrato es 
el 4-metil-umbeliferil-β-D-glucurónido (MUG), se forma un producto fluorescente, la 4-
metil umbeliferona (MU), cuantificable por fluorimetría. En el segundo, cuando el 
sustrato es el 5-bromo-4-cloro-3-indolil-β-D-glucurónido (X-Gluc), se produce un 
precipitado detectable visualmente (Jefferson et al., 1987). El gen quimérico, al incluir un 
intrón, sólo puede producir proteína activa en las células de las plantas, resultando en un 
delator optimizado en experimentos de transformación transitoria o estable (Vancanneyt 
et al., 1990; Ohta et al., 1990). 
6.3. Preparación de la suspensión bacteriana 
6.3.1. Crecimiento bacteriano 
El cultivo de Agrobacterium tumefaciens se prepara a partir de un inóculo glicerinado 
(mantenido a -80 oC) en un medio sólido selectivo LB (Tabla 12)  (Maniatis et al., 1982), 
suplementado con 100 mg/l de kanamicina para evitar el crecimiento de bacterias que no 
contengan el plásmido binario. Se retira una muestra de las colonias que crecen en este 
medio y se utiliza de inóculo para cultivo en medio LB líquido (Tabla 11,) suplementado 
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igualmente con 100 mg/l de kanamicina y a pH 7. El primer cultivo se efectúa en matraces 
de 100 ml de capacidad conteniendo 10 ml de medio nutritivo, tapados con algodón 
graso (o hidrófobo) para favorecer la aireación y se incuban en oscuridad a 28 oC y en 
agitador orbital a 230 r.p.m. Transcurridas 24h en este cultivo y 12h en los posteriores, se 
toma una alícuota de 2,5 ml de cultivo bacteriano y se subcultiva en matraces de 250 ml 
de capacidad con 25 ml de medio LB líquido fresco de la misma composición y bajo las 
mismas condiciones de incubación. 
6.3.2. Preparación del cultivo bacteriano para la transformación 
Las bacterias se cultivan en medio líquido LB suplementado con 100 mg/l de kanamicina, 
ajustando el pH a 5,7 o 7 dependiendo del experimento. La incubación se realiza en 
oscuridad a 28 ºC, y en agitador orbital a 230 r.p.m., hasta alcanzar la densidad óptica 
pretendida. Antes de la inoculación de los explantes se ajusta la densidad óptica, es decir, 
un valor de DO a 600 nm de 0,2-0,3 ó 0,7-0,8 (dependiendo del experimento). Por último, 
se añade acetosiringona (3,5-dimetoxi-4-hidroxiacetofenona) esterilizada por filtración a 
una concentración final de 200 µM. La acetosiringona es un compuesto fenólico inductor 
de los genes de virulencia (vir) en cepas de Agrobacterium tumefaciens productoras de 
octopina (Stachel et al., 1985).  
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6.4. Método de transformación, selección y regeneración de plantas 
transgénicas 
Los diferentes tipos de explante (cotiledón) procedentes de plántulas de distintas edades 
y genotipos se siembran en placas Petri que contienen medio de inducción de 
organogénesis (fase de precultivo), para promover el inicio de divisiones celulares. El 
precultivo se realizó en los medios IB 05 25, IB 005 25 y B 25 (Tabla 6). La duración de esta 
fase de precultivo fue variable dependiendo del experimento en cuestión (desde 6-8 
horas hasta 2 días). La incubación se realizó bajo condiciones estándar (apartado III.2.10).  
A continuación se introducen los explantes en botes de vidrio conteniendo la suspensión 
de Agrobacterium tumefaciens con una DO600 de 0,2-0,3 ó 0,7-0,8 (fase de infección) 
durante 7-10 minutos y se agitan frecuentemente. Tras esta fase de infección, los 
explantes se colocan sobre papel de filtro estéril para eliminar el exceso de bacterias. 
Los explantes se colocan después en placas Petri conteniendo medio de inducción de 
organogénesis (fase de co-cultivo), al que se le añade acetosiringona (3,5-dimetoxi-4-
hidroxiacetofenona) esterilizada por filtración a una concentración final de 200 µM. La 
acetosiringona es un compuesto fenólico inductor de los genes de virulencia (vir) en cepas 
de Agrobacterium tumefaciens productoras de octopina (Stachel et al., 1985). El co-
cultivo tuvo una duración variable (1, 2, 2-3, 3 o 5 días), realizándose normalmente en 
estufa de oscuridad a 28 ºC, aunque también se efectuó bajo condiciones estándar de 
incubación. En dos experimentos concretos, el co-cultivo incluyó una primera fase sin 
presión de selección (1 día) y una segunda en la que se añadió kanamicina al medio (1, 2, 
4 o 5 días). 
Para la erradicación de A. tumefaciens los explantes se colocan en botes de vidrio 
conteniendo una solución con un antibiótico antibacteriano (cefotaxima) durante 7 ó 10 
minutos y se agitan frecuentemente (fase de lavado). Se han empleado distintas 
concentraciones de cefotaxima (300-600 mg/l) y el pH de la solución de lavado (Tabla 10) 
se ajustó a 4,4 o 5,7. Tras la fase de lavado los explantes se secan sobre papel de filtro 
estéril. 
A continuación, los explantes se someten a los pasos del proceso morfogenético 
(organogénesis) descritos en el apartado III.3, con las adaptaciones al proceso de 
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transformación (fase de regeneración). El medio de regeneración selectivo contiene 
kanamicina (25-100 mg/l) o higromicina B (10 mg/l), además de la cefotaxima (300-600 
mg/l) para evitar el crecimiento de Agrobacterium. Pese a lo indicado, en algunos 
experimentos se retrasó el inicio de la presión de selección (1-5 días). 
En lo que se refiere a la inducción de organogénesis, además de las diversas 
combinaciones de reguladores de crecimiento, se añadieron otros componentes el medio 
de cultivo, tales como el nitrato de planta (0,8 mg/l) o el sulfato de cobre (1 mg/l) (Tabla 
6-8). El cultivo, durante un periodo de 3 o 4 semanas, se realizó en botes de vidrio y bajo 
condiciones estándar de incubación. En la etapa de desarrollo y elongación de brotes (3 
semanas) se utilizaron los medios K02 o FCu (Tabla 9). A menudo, hicieron falta varios 
subcultivos en alguna de las primeras fases del proceso de morfogénesis para lograr el 
desarrollo de las estructuras organogénicas. Por último, la etapa de enraizamiento (3-4 
semanas) se llevó a cabo en el medio MB3 (Tabla 5). 
En determinados experimentos, al finalizar el cultivo en el medio de inducción de 
organogénesis se realizó el análisis de la expresión del gen delator uidA-int (ensayo 
histoquímico con X-Gluc) a partir de callos nodulosos cortados transversalmente. De la 
misma forma, a partir de las plantas regeneradas en los experimentos de transformación, 
se retiraron igualmente muestras para el ensayo con X-Gluc a partir de hojas, se llevó a 
cabo el análisis molecular (mediante PCR) y se realizó el cultivo de explantes y de ápices 
caulinares en medio selectivo para corroborar la expresión del gen marcador. Estas 
evaluaciones están descritas en los apartados III.6.6-6.8.  
 




6.5. Medios de cultivo específicos para la transformación 
6.5.1. Medios de lavado 
 
Tabla 10. Medio de lavado  MB + 0cf,  MB + 100cf,  MB + 200cf,  MB + 300cf,  MB + 400cf,  MB + 500cf,  MB + 600cf. 
         
  MB + 0cf MB + 100cf MB + 200cf MB + 300cf MB + 400cf MB + 500cf MB + 600cf 
Componentes  (g/l) 
        
Solución mineral MS 
(1)
 MS MS MS MS MS MS 
Sacarosa  30 30 30 30 30 30 30 
Cefotaxima
 (2)













        
pH (3) 5,70 o 4,40 (cuando no se indica lo contrario es 5,70) 
        
(1)
 solución mineral de Murashige y Skoog (1962)      
(2)
 antibiótico; añadido después de esterilizar y de enfriar el medio.     
(3)














6.5.2. Medios de crecimiento de bacteria LB líquido y sólido (Luria-Bertani) y YEP líquido 
 
Tabla 11. Medio de crecimiento de 
bacteria LB líquido (Luria-Bertani). 
   
Componentes (g/l) 
   
Bacto-triptona 10 
Bactoyeast extract 5 
NaCl  10 
   
pH 
(1)
  7; 5,7 
   
   
(1)
 ajustado con 0,1/1 N KOH y 0,1/1 N HCl antes 
de esterilizar. 
 
Tabla 11. Medio de crecimiento de bacteria LB líquido (Luria-Bertani) 
 
Tabla 12. Medio de crecimiento de bacteria LB sólido (Luria-Bertani) 
 




Tabla 13.   Medio de crecimiento de 
levadura/ bacteria YEP líquido. 
   
Componentes (g/l) 
   
Extracto de levadura 10 
Peptona  10 
NaCl  5 
   
pH 
(1)
  5,7 
   
   
(1)
 ajustado con 0,1/1 N KOH y 0,1/1 N HCl antes 
de esterilizar. 
  
Tabla 12. Medio de crecimiento de 
bacteria LB sólido (Luria-Bertani). 
   
Componentes (g/l) 
   
Bacto-triptona 10 
Bactoyeast extract 5 
NaCl  10 
Agar  20 
   
pH 
(1)
  7 
   
(1)
 ajustado con 0,1/1 N KOH y 0,1/1 N HCl antes 
de añadir el agar y esterilizar. 
  




6.6. Evaluación de la resistencia a la kanamicina en transformantes primarios 
Tal y como se ha indicado anteriormente, el gen nptII de Escherichia coli codifica el 
enzima neomicina-fosfotransferasa II que inactiva por fosforilación antibióticos 
aminoglicósidos, como la kanamicina, neomicina o geneticina. La expresión de este gen 
confiere resistencia a estos antibióticos que son tóxicos para las células de las plantas y, 
por lo tanto, ofrece un método de selección del material vegetal sometido al proceso de 
transformación. 
En el test de ápice se evaluó el desarrollo de la parte aérea y la formación de raíces a 
partir del ápice terminal o de yemas axilares de las plantas inicialmente seleccionadas 
como presuntas transgénicas (subcultivadas varias veces) en medio base MB3 (Tabla 5) 
selectivo (25mg/l de kanamicina). 
En el test de explante se determinó la formación  de estructuras morfogenéticas a partir 
de segmentos de hoja de las plantas inicialmente seleccionadas como presuntas 
transgénicas (subcultivadas varias veces) en medio B 10 (Marketer) o IB 05 25 (Negrito 
(Tabla 6) selectivo (25 mg/l de kanamicina). 
6.7. Análisis de la expresión del gen delator uidA-int (Gus-int) 
El ensayo histoquímico con X-Gluc (Jefferson et al., 1987) se realizó a partir de material 
vegetal sometido a un medio de cultivo selectivo, conteniendo kanamicina o higromicina 
B. Se utilizaron explantes de callos nodulosos y de hojas. Para ello, la sección de cada 
explante se incubó durante 24 horas a 37 oC en solución tamponada con X-Gluc. Las 
secciones fueron posteriormente aclaradas con etanol (70%), para eliminar las clorofilas. 
  




6.8. Extracción de ADN y análisis PCR 
Las extracciones de ADN genómico se realizaron a partir de hojas jóvenes de acuerdo con 
adaptaciones del protocolo descrito por Rogers y Bendich (1994). Así pues, se trituraron 
muestras de tejidos de aprox. 1g de peso fresco en un mortero con nitrógeno líquido 
hasta obtener un polvo fino. A continuación se transfirió 0,25 g del tejido molido por 
descongelar a un eppendorf, se añadieron 300 µl del tampón 2xCTAB (precalentado a 65 
ºC), al que previamente se había  añadido 0,2% de -mercaptoetanol, y se incubó durante 
5 minutos a 65 ºC. Posteriormente se adicionaron 200 µl de cloroformo:isoamílico (24:1). 
Tras centrifugar durante 10 minutos se recuperó el sobrenadante, se añadieron 1/10 
(volumen) del tampón CTAB 10x (precalentado a 65 ºC), se mezclo y se adicionó un 
volumen de cloroformo: isoamílico (24:1). Se centrifugó durante 5 minutos y al 
sobrenadante resultante se añadió el mismo volumen del tampón CTAB precipitation 
Buffer. A continuación se centrifugó durante 3 minutos, se descartó el sobrenadante, se 
resuspendió el precipitado en 0,5 ml del tampón TE altamente salino, y se precipitó de 
nuevo con 1 ml de etanol absoluto. Posteriormente se centrifugó durante 10 minutos, se 
recogió el precipitado que se lavó con 500 l de etanol al 70%, se dejó secar al aire 
durante 10 minutos y se disolvió en 30 µl de TE 0,1X. La concentración de ADN se estimó 
comparando la intensidad de fluorescencia emitida por el bromuro de etidio intercalada 
en el ADN, tras realizarse una electroforesis en gel de agarosa al 1% en tampón TAE 1X, 
con la fluorescencia emitida por un patrón de concentración conocida (λ/HindIII). Las 
reacciones de amplificación se efectuaron en un volumen total de 20 μl, conteniendo 0,2 
µg de ADN genómico, 0,6 μM de cada cebador, 0,4 mM de dNTPs, Tampón 10x + MgCl2 
1X, y 0,5 unidades de Taq ADN polimerasa. Se utilizaron los siguientes cebadores: 5’-AAG 
ATG GAT TGC ACG CAG GTT C-3’ (directo) y el  5’-GAA GAA CTC GTC AAG AAG GCG A-
3’(inverso). Las reacciones se desarrollaron en un termociclador “Minicycler TM” (MJ 
Research Inc.) en las siguientes condiciones: incubación inicial a 94 ºC (2 min); 30 ciclos a 
94 ºC (30s), 55 ºC (30s) y 72ºC (1 min); y una incubación final a 72ºC durante 10 min. Los 
productos de la PCR fueron posteriormente detectados mediante electroforesis en gel de 
agarosa al 1,4% y tinción con bromuro de etidio. El tamaño de las bandas se estima por 
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comparación con el marcador de peso molecular conocido: Generuler 100 bp DNA 
(Fermentas). El producto de la ampliación esperado para el gen nptII es de 781 pb. 
7. Tratamiento estadístico 
Para el tratamiento de los datos experimentales se utilizó el programa informático 
Statgraphic Centurion XVI, versión 16.1.18. (StatPoint Technologies, Inc.). 
Se realizó un tratamiento descriptivo de los datos, poniéndose de manifiesto las 
características más relevantes y su síntesis, con representaciones en gráficas o tablas que 
incluyeron el error estándar (SE). 
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8. RESPUESTA MORFOGENÉTICA EN EXPLANTES DE PEPINO 
8.1. Efecto del genotipo, explante y medio de cultivo sobre la respuesta 
organogénica 
Se evaluó la respuesta cultural y morfogenética de explantes de cultivares de pepino en 
diversos medios de cultivo mediante un diseño de tipo factorial (3 cultivares x 3 tipos de 
explantes x 6 medios de cultivo).  
Genotipos. Empleamos dos cultivares comerciales o variedades de polinización abierta 
('Marketer' y 'Negrito') y una línea de mejora ('Wisconsin 2843'). Sus características son 
las siguientes: 
Características del cultivar 'Marketer'. Las plantas tienen un crecimiento vigoroso y son de 
tipo monoico (i.e. presentan flores masculinas y femeninas). Es una variedad de ciclo 
medio cuyos frutos, de color verde oscuro, presentan espinas de color blanco de escasa 
longitud y no muy abundantes. Las empresas que comercializan este tipo de pepino 
recomiendan recolectar los frutos antes de la madurez completa, cuando alcanzan una 
longitud de unos 20-22 cm, con el fin de que las semillas no hayan culminado su 
desarrollo, de manera que no resulten molestas para el consumidor. 
Características del cultivar 'Negrito'. Es una variedad muy productiva, con frutos 
cilíndricos de unos 20 cm de longitud y unos 5 cm de diámetro. El fruto tiene un color 
verde oscuro, un sabor agradable y desarrolla un escaso número de semillas, lo que es 
ventajoso desde el punto de vista del consumidor. La planta, típicamente trepadora, 
desarrolla múltiples zarcillos y tiene un aspecto áspero debido a la presencia de 
numerosos pelos. Pese al gran número de tricomas, las plantas son sensibles a diversas 
plagas y enfermedades, como la mosca blanca, los pulgones, el oídio y el mildiu, lo que 
supone un serio problema cuando se cultiva en invernadero al final de la primavera o 
durante el verano.      
Características de la línea 'Wisconsin 2843'. Es una línea de mejora en la que se fueron 
introduciendo, paso a paso, múltiples genes de resistencia a enfermedades (Peterson et 
al., 1985). Las plantas de 'Wisconsin 2843' son homocigóticas para genes de resistencia al 
virus del mosaico del pepino (CMV), Cladosporium cucumerinum (pudrición o costra de la 
raíz; scab spot rot), Pseudomonas lacrymans (mancha angular de la hoja), Colletorichum 
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lagenarium (antracnosis) y Pseudoperonospora cubensis (mildiu velloso; downy mildew). 
Sobre las fuentes de resistencia al mildiu velloso hay una cierta controversia porque, sea 
por un manejo inadecuado o por cualquier otra razón, una de las principales fuentes de 
variación (PI 197087) parece haber perdido la resistencia al patógeno o, al menos, ciertos 
genes de resistencia (revisado en un artículo de Cucurbit Genetics Cooperative Report por 
Criswell et al., 2010-2011). A pesar de lo indicado, en nuestras condiciones de 
invernadero las plantas de 'Wisconsin 2843' se mostraron como resistentes o altamente 
tolerantes a este tipo de mildiu incluso en épocas del año en las que no tenía sentido 
cultivar otras líneas de pepino sensibles al patógeno. Además, 'Wisconsin 2843' segrega 
para dos niveles de resistencia a Sphaerotheca fuliginea (mildiu pulverulento; powdery 
mildew, PM). Uno de ellos es el tipo intermedio que muestra la accesión 'Cy-14', mientras 
que el otro es el que exhibe 'WI 1983', una accesión notablemente resistente a este 
mildiu. Las plantas de 'Wisconsin 2843' son también heterocigóticas para resistencia a 
Erwinia tracheiphila (fuego bacteriano) y Corynespora cassiicola (mancha de la hoja; 
target leaf spot). Aparte de genes de resistencia, 'Wisconsin 2843' tiene otras 
características que aumentan su interés en programas de mejora. En efecto, se han 
incorporado genes que permiten un desarrollo partenocárpico del fruto, lo que se 
complementa con el hecho de que las plantas son ginoicas (i.e. solo desarrollan flores 
femeninas). Por si fuera poco, los frutos de 'Wisconsin 2843' carecen de cucurbitacinas 
por lo que no tienen un sabor amargo.    
Explantes. Utilizamos dos tipos de explantes procedentes de cotiledones de plántulas de 4 
días y otro de hojas de plantas axénicas que se habían obtenido mediante cultivo de 
ápices en medio base MB3 (Moreno et al., 1985) (Tabla 5).  
Explantes de cotiledón enteros ('cot. entero' en las figuras). Se obtuvieron eliminando la 
parte proximal (i.e. la más cercana al ápice) y la parte distal de los cotiledones de 
plántulas de 4 días que habían crecido en medio MG (Moreno et al., 1984) en una cámara 
de incubación con fotoperiodo de 16 horas luz / 8 horas oscuridad. Los explantes se 
cultivaron con el envés en contacto con el medio. 
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Explantes de cotiledón cortados transversamente ('cot. mitad' en las figuras). En primer 
lugar, se  eliminaron las partes proximal y distal de los cotiledones de plántulas de 4 días 
y, a continuación, cada cotiledón se cortó transversalmente para obtener dos explantes, 
es decir, cuatro por cada plántula. Los explantes se cultivaron con el envés en contacto 
con el medio. 
Explantes de hoja. Procedían de plantas axénicas cultivadas en medio MB3 (Moreno et al., 
1985) durante 3-4 semanas en una cámara de incubación con fotoperiodo de 16 horas 
luz/8 horas oscuridad. Para la obtención de los explantes se utilizaron las dos o tres 
primeras hojas desarrolladas más próximas a la zona apical de la planta, sin señales de 
daño o senescencia prematura, eliminándose sus bordes laterales y troceándose en 
segmentos de unos 0,7-0,8 cm2. Los explantes se cultivaron con el envés en contacto con 
el medio.  
Medios de cultivo. Para la inducción de organogénesis, se suplementó el medio MB3 
(Moreno et al., 1985) (Tabla 5), con diversas combinaciones de ácido-indol-acético (IAA) y 
6-benciladenina (6-BA), resultando en los seis los medios (Tabla 6) que se describen a 
continuación:  
B 10: MB3 + 1 mg/l de 6-BA. 
B 25: MB3 + 2,5 mg/l de 6-BA. 
B 50: MB3 + 5 mg/l de 6-BA.  
IB 05 10: MB3 + 0,5 mg/l de IAA + 1 mg/l de 6-BA.  
IB 05 25:  MB3 + 0,5 mg/l de IAA + 2,5 mg/l de 6-BA. 
IB 05 50: MB3 + 0,5 mg/l de IAA + 5 mg/l de 6-BA. 
Tras la fase de inducción de organogénesis (3 semanas), se procedió al subcultivo de los 
callos organogénicos a medio de desarrollo y elongación de brotes K02 (MB3 + 0,2 mg/l 
de quinetina; Tabla 9) durante otras 2 semanas. Por último, se procedió al enraizamiento 
de los brotes adventicios en medio MB3 (Tabla 5) durante 3-4 semanas.  
Los medios de cultivo se esterilizaron en el autoclave a 115°C durante 30 minutos. 
Condiciones de incubación. El cultivo se realizó en una cámara de cultivo in vitro con un 
fotoperiodo de 16 horas luz / 8 horas oscuridad (apartado III.2.10). 
Material y métodos   79 
 
 
Estimación de la respuesta. Tras el cultivo de los explantes en cada medio de inducción 
(Tabla 6) y el subcultivo a medio K02 (Tabla 9), estimamos la respuesta organogénica 
anotando dos variables: 
Frecuencia de explantes con brotes. En las figuras se expresa en forma de porcentaje ± el 
error asociado a la frecuencia. El error se calculó con la fórmula √ (*p x (1-p)]/n), donde p 
es la frecuencia en tanto por uno y n el número de explantes incubados.  
Índice organogénico. Esta segunda variable trata de estimar la magnitud de la respuesta 
organogénica asignando a cada callo un valor de 0 a 3 en función de la extensión o 
número de estructuras organizadas, es decir, yemas adventicias o brotes. En las figuras se 
expresa el valor del índice ± el error estándar. A la hora de cuantificar la respuesta 
organogénica, en lugar del número de brotes por callo, elegimos este índice, porque en 
pepino no suele ser habitual que se desarrollen brotes individualizables en los callos 
primarios (i.e. los que derivan del explante), lo que dificulta cuantificar la respuesta sobre 
la base de una variable basada en el número de brotes por callo.  
8.2. Efecto del medio de cultivo sobre la respuesta morfogenética de cuatro 
líneas puras 
Tal y como se comentará en el apartado de 'Resultados y Discusión', antes de iniciar este 
proyecto de investigación, uno de los objetivos era estimar la heredabilidad en sentido 
amplio de la respuesta organogénica en pepino. Para ello solicitamos algunas líneas puras 
a la empresa 'Semillas Fitó', quien nos cedió amablemente cuatro de sus líneas puras. Se 
evaluó la respuesta de estas líneas en diversos medios de cultivo, según un diseño 
factorial (4 líneas puras x 6 medios de cultivo). 
Genotipos.  Se evaluaron cuatro líneas puras suministradas por la empresa 'Semillas Fitó', 
cuyos códigos eran: SF-1, SF-11, SF-13 y SF17. Como es lógico, la empresa no nos dio 
ninguna información sobre el origen o las características de sus líneas puras, lo que 
resulta perfectamente comprensible. No obstante, lo que sí nos indicó es que, en función 
de su procedencia, cabía esperar importantes diferencias entre ellas. 
Explantes. Se utilizaron segmentos de cotiledón enteros de plántulas de 4 días. El 
procedimiento de obtención se describe en el apartado III.8.1. 
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Medios de cultivo. Se utilizaron los mismos medios que en el experimento anterior 
(apartado III.8.1 y Tabla 6). El medio base fue el MB3 (Tabla 5) y los seis medios tenían las 
siguientes combinaciones de reguladores del crecimiento: B 10 (1 mg/l de 6-BA), B 25 (2,5 
mg/l de 6-BA), B 50 (5 mg/l de 6-BA), IB 05 10 (0,5 mg/l de IAA + 1 mg/l de 6-BA), IB 05 25 
(0,5 mg/l de IAA + 2,5 mg/l de 6-BA), y IB 05 50 (0,5 mg/l de IAA + 5 mg/l de 6-BA). 
Condiciones de incubación. El cultivo se realizó en una cámara de cultivo in vitro con un 
fotoperiodo de 16 horas luz / 8 horas oscuridad (apartado III.2.10). 
Estimación de la respuesta. Tras el cultivo de los explantes en cada medio de inducción 
(Tabla 6) y el subcultivo a medio K02 (Tabla 9), estimamos la respuesta organogénica 
sobre la base de las siguientes variables: 
Frecuencia de explantes con brotes. En las figuras se expresa en forma de porcentaje ± el 
error asociado a la frecuencia. El error se calculó con la fórmula √ (*p x (1-p)]/n), donde p 
es la frecuencia en tanto por uno y n el número de explantes incubados.  
Índice organogénico. Esta segunda variable trata de estimar la magnitud de la respuesta 
organogénica asignando a cada callo un valor de 0 a 3 en función de la extensión o 
número de estructuras organizadas, es decir, yemas adventicias o brotes. En las figuras se 
expresa el valor del índice ± el error estándar.  
8.3. Efecto del sulfato de cobre en la respuesta organogénica de explantes de tres 
cultivares de pepino 
El cobre es un micronutriente y por tanto se suministra en los medios de cultivo de las 
células vegetales a concentraciones muy bajas. Por ejemplo, en la solución mineral de 
Murashige y Skoog (1962) este ion metálico se añade en forma de sulfato de cobre a una 
concentración de 0,025 mg/l. Con todo, los resultados previos del grupo (García-Sogo, 
1990) indicaron que la adición al medio de cultivo de concentraciones inusualmente 
elevadas de sulfato de cobre (desde 0,1 hasta 10 mg/l) producía un notable incremento 
de la respuesta organogénica en callos de melón procedentes tanto de explantes como de 
protoplastos. Decidimos por tanto evaluar el efecto del cobre en la respuesta 
organogénica de explantes de distintos cultivares de pepino mediante un diseño de tipo 
factorial (3 cultivares x 4 concentraciones de sulfato de cobre). 
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Genotipos. 'Wisconsin 2843', 'Marketer' y 'Negrito'. Sus características se describen en el 
apartado III.8.1. 
Explantes. Se utilizaron segmentos de cotiledón enteros de plántulas de 4 días. El 
procedimiento de obtención se describe en el apartado III.8.1. 
Medios de cultivo. Se utilizó el medio MB3 (Moreno et al., 1985) con 0,5 mg/l de ácido 
indolacético y 2,5 mg/l de 6-benciladenina (IB 05 25). Este  medio se suplementó con las 
siguientes  concentraciones de sulfato de cobre (Tabla 7): 
- 0,025 mg/l. Es la concentración recomendada en la solución de Murashige y Skoog 
(1962). Conviene señalar que en las figuras este medio aparece como Cu (0) porque se 
trata del medio de referencia o control, aunque realmente tiene la cantidad de sulfato de 
cobre antes indicada.  
- 0,2 mg/l. Aparece como Cu (0,2) en las figuras. 
- 1 mg/l. Aparece como Cu (1,0) en las figuras.  
- 5 mg/l. Aparece  como Cu (5,0) en las figuras.  
Condiciones de incubación. El cultivo se realizó en una cámara de cultivo in vitro con un 
fotoperiodo de 16 horas luz / 8 horas oscuridad (apartado III.2.10). 
Estimación de la respuesta. Al igual que en los experimentos anteriores, estimamos la 
respuesta organogénica sobre la base de las siguientes variables: 
Frecuencia de explantes con brotes. En las figuras se expresa en forma de porcentaje ± el 
error asociado a la frecuencia. El error se calculó con la fórmula √ (*p x (1-p)]/n), donde p 
es la frecuencia en tanto por uno y n el número de explantes incubados.  
Índice organogénico. Esta segunda variable trata de estimar la magnitud de la respuesta 
organogénica asignando a cada callo un valor de 0 a 3 en función de la extensión o 
número de estructuras organizadas, es decir, yemas adventicias o brotes. En las figuras se 
expresa el valor del índice ± el error estándar.  
  
Material y métodos   82 
 
 
8.4. Efecto de las condiciones de incubación sobre la respuesta organogénica en 
explantes de pepino 
En los anteriores experimentos los explantes de pepino se incubaron, como es habitual, 
en una cámara con un fotoperiodo de 16 horas luz / 8 horas oscuridad. Algunos  
investigadores (Chee, 1990a; Punja et al., 1990; Raharjo y Punja, 1992) han defendido el 
uso de una incubación previa en condiciones de oscuridad. Para comprobar el posible 
efecto beneficioso del cultivo previo en oscuridad, realizamos un ensayo en el que 
empleamos distintas condiciones de incubación para el cultivo de explantes de cotiledón 
de pepino. El ensayo se llevó a  cabo con un diseño de tipo factorial (3 cultivares x 3 
condiciones de incubación). 
Genotipos. 'Wisconsin 2843', 'Marketer' y 'Negrito'. Sus características se describen en el 
apartado III.8.1. 
Explantes. Se utilizaron segmentos de cotiledón enteros de plántulas de 4 días. El 
procedimiento de obtención se describe en el apartado III.8.1. 
Medio de cultivo. Se utilizó el medio MB3 (Moreno et al., 1985) con 0,5 mg/l de ácido 
indolacético y 2,5 mg/l de 6-benciladenina (IB 05 25 (Tabla 6). 
Condiciones de incubación. Se utilizaron las siguientes condiciones de incubación:  
- 4 semanas en condiciones de fotoperiodo, es decir, 16 horas luz / 8 horas oscuridad. En 
la figuras se denomina como '4 fotoperiodo'.    
- 1 semana en oscuridad y tres con el mismo fotoperiodo. En las figuras se denomina 
como '1 oscuridad + 3 fotoperiodo'.  
- 2 semanas en oscuridad y 2 con fotoperiodo. En las figuras se denomina como '2 
oscuridad + 2 fotoperiodo'. 
Estimación de la respuesta. Al igual que en los experimentos anteriores, estimamos la 
respuesta organogénica sobre la base de las siguientes variables: 
Frecuencia de explantes con brotes. En las figuras se expresa en forma de porcentaje ± el 
error asociado a la frecuencia. El error se calculó con la fórmula √ (*p x (1-p)]/n), donde p 
es la frecuencia en tanto por uno y n el número de explantes incubados.  
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Índice organogénico. Esta segunda variable trata de estimar la magnitud de la respuesta 
organogénica asignando a cada callo un valor de 0 a 3 en función de la extensión o 
número de estructuras organizadas, es decir, yemas adventicias o brotes. En las figuras se 
expresa el valor del índice ± el error estándar. 
8.5. Efecto de la edad de la plántula sobre la respuesta organogénica y el grado 
de mixoploidía de los explantes de cotiledón y el nivel de ploidía de las 
plantas regeneradas 
Efecto de la edad de la plántula sobre la respuesta organogénica 
Se evaluó la influencia del estado ontogénico del material de partida sobre la respuesta 
morfogenética. Para ello, se utilizó un diseño factorial (3 x 3) en el que se cultivaron 
explantes de cotiledón de plántulas de 4, 7 y 10 días de los tres cultivares que habíamos 
venido utilizando en los experimentos previos. 
Genotipos. 'Wisconsin 2843', 'Marketer' y 'Negrito'. Sus características se describen en el 
apartado III.8.1. 
Explantes. Se utilizaron segmentos de cotiledón enteros. El procedimiento de obtención 
se describe en el apartado III.8.1. 
Estado ontogénico de las plántulas. Se utilizaron plántulas de 4, 7 y 10 días que habían 
crecido en medio MG (Moreno et al., 1984 (Tabla 3). 
Medio de cultivo. Se utilizó el medio MB3 (Moreno et al., 1985) con 0,5 mg/l de ácido 
indolacético y 2,5 mg/l de 6-benciladenina (IB 05 25 (Tabla 6). 
Condiciones de incubación. El cultivo se realizó en una cámara de cultivo in vitro con un 
fotoperiodo de 16 horas luz / 8 horas oscuridad (apartado III.2.10). 
Estimación de la respuesta. Al igual que en los experimentos anteriores, estimamos la 
respuesta organogénica sobre la base de las siguientes variables: 
Frecuencia de explantes con brotes. En las figuras se expresa en forma de porcentaje ± el 
error asociado a la frecuencia. El error se calculó con la fórmula √ (*p x (1-p)]/n), donde p 
es la frecuencia en tanto por uno y n el número de explantes incubados.  
Índice organogénico. Esta segunda variable trata de estimar la magnitud de la respuesta 
organogénica asignando a cada callo un valor de 0 a 3 en función de la extensión o 
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número de estructuras organizadas, es decir, yemas adventicias o brotes. En las figuras se 
expresa el valor del índice ± el error estándar.  
Determinación del grado de mixoploidía en los explantes de cotiledón en función del 
estado ontogénico de la plántula. 
Se llevó a cabo la cuantificación del contenido de ADN nuclear de las células del explante 
según el método de Smulders y colaboradores (1994). Los cotiledones de plántulas de 4, 7 
o 10 días se trocearon finamente con una cuchilla en una placa Petri de 50 mm de 
diámetro. Se añadieron 200 L de tampón de extracción de núcleos (Partec, Münster, 
Alemania) y 800 L de una solución que contenía 1 mg·L-1 de fluorocromo DAPI (4,6-
diamino-2phenyl-indole; DAPI staining solution, Partec) cuya función es teñir el ADN. Tras 
resuspender la mezcla, se filtró a través de una malla de nylon de 50 m. La suspensión 
de núcleos se hizo circular por el circuito de microtubos de un analizador de ploidía 
(Partec PA-II Ploidy Analyser), equipado con una lámpara de mercurio que emite luz 
ultravioleta de 366 nm. La corriente de núcleos en suspensión pasa por una cámara de 
cuarzo (conducto de 10 m que no permite el paso simultáneo de dos unidades), donde 
es iluminada por una fuente de luz ultravioleta. Como consecuencia, el fluorocromo DAPI 
fijado al ADN emite una fluorescencia proporcional a la cantidad de ADN del núcleo, que 
es reconocida y captada por un fotorreceptor. El sistema informático que lleva 
incorporado el citómetro convierte cada señal fluorescente en un punto sobre la pantalla 
que se sitúa en distintas posiciones de acuerdo con su intensidad. El gráfico resultante 
ordena los datos según el contenido nuclear de ADN en el eje de abscisas y contabiliza el 
número de núcleos de cada tipo en el eje de ordenadas. El sistema se calibra previamente 
situando el pico correspondiente a un contenido de ADN igual a 2C (diploide en fase G1) 
sobre el valor que se desee de la escala de abscisas. 
Determinación del nivel de ploidía en las plantas regeneradas. 
El método es idéntico al indicado anteriormente, excepto por el hecho de que, en este 
caso, el tejido vegetal es un fragmento de hoja joven (primera o segunda hoja de cada 
planta regenerada) de aproximadamente 1 cm2. 
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8.6. Efecto del nitrato de plata sobre la respuesta organogénica de los explantes 
de cotiledón 
Se estudió el efecto del nitrato de plata sobre la organogénesis en explantes de pepino 
mediante un diseño de tipo factorial (3 cultivares x 4 concentraciones de nitrato de plata). 
Genotipos. 'Wisconsin 2843', 'Marketer' y 'Negrito'. Sus características se describen en el 
apartado III.8.1. 
Explantes. Se utilizaron segmentos de cotiledón enteros de plántulas de 4 días. El 
procedimiento de obtención se describe en el apartado III.8.1. 
Medios de cultivo. Se utilizó el medio MB3 (Moreno et al., 1985) con 0,5 mg/l de ácido 
indolacético y 2,5 mg/l de 6-benciladenina (IB 05 25) suplementado con las siguientes 
concentraciones de nitrato de  plata: 0, 0,08, 0,8 y 8 mg/l (Tabla 8).  
Condiciones de incubación. El cultivo se realizó en una cámara de cultivo in vitro con un 
fotoperiodo de 16 horas luz / 8 horas oscuridad (apartado III.2.10). 
Estimación de la respuesta. Al igual que en los experimentos anteriores, estimamos la 
respuesta organogénica sobre la base de las siguientes variables: 
Frecuencia de explantes con brotes. En las figuras se expresa en forma de porcentaje ± el 
error asociado a la frecuencia. El error se calculó con la fórmula √ (*p x (1-p)]/n), donde p 
es la frecuencia en tanto por uno y n el número de explantes incubados.  
Índice organogénico. Esta segunda variable trata de estimar la magnitud de la respuesta 
organogénica asignando a cada callo un valor de 0 a 3 en función de la extensión o 
número de estructuras organizadas, es decir, yemas adventicias o brotes. En las figuras se 
expresa el valor del índice ± el error estándar.  
   




9. TRANSFORMACIÓN GENÉTICA DE PEPINO MEDIANTE CO-CULTIVO DE 
EXPLANTES PRIMARIOS CON AGROBACTERIUM TUMEFACIENS 
9.1. Experimentos previos a la inoculación de los explantes con Agrobacterium 
En un proceso de transformación vía Agrobacterium los explantes se ven sometidos a 
condiciones estresantes, debido a las fases de infección y co-cultivo, así como por la 
utilización de antibióticos a lo largo del proceso de selección. Esto se traduce en un 
descenso en la respuesta morfogenética. Por este motivo, en este apartado evaluamos 
algunos factores que podrían afectar la respuesta organogénica de pepino durante las 
etapas del proceso de transformación. En este sentido, el medio de inoculación no incluyó 
Agrobacterium y, a lo largo del proceso de regeneración, no se incluyó en el medio un 
antibiótico selectivo, para no enmascarar la posible influencia de esos factores. En 
concreto, se estudió el efecto de la aplicación de la acetosiringona, dos medios de 
infección (LB y YEP) (Tablas 11 y 13) y la aplicación en los medios de lavado y 
regeneración de diferentes concentraciones de cefotaxima, el antibiótico habitualmente 
utilizado para erradicar Agrobacterium. 
9.1.1. Efecto de la acetosiringona sobre la respuesta morfogenética 
La acetosiringona (3,5-dimetoxi-4-hidroxiacetofenona) es un compuesto fenólico inductor 
de los genes de virulencia (vir) en determinadas cepas de Agrobacterium tumefaciens y se 
utiliza habitualmente en el proceso de transformación genética a concentraciones de 50 - 
200 µM, aunque su inclusión no es estrictamente imprescindible. En este experimento se 
evaluó el efecto de la incorporación de 200 µM de acetosiringona en los medios de 
inoculación y co-cultivo (sin Agrobacterium), sobre la posterior respuesta morfogenética. 
En el proceso de regeneración no se utilizó el antibiótico selectivo, para no enmascarar la 
influencia del factor estudiado. El diseño experimental contó, pues, con un solo factor 
(adición, o no, de acetosiringona). 
Genotipo. 'Marketer'. Sus características se describen en el apartado III.8.1. 
Explantes. Se utilizaron segmentos de cotiledón enteros de plántulas de 4 días. El 
procedimiento de obtención se describe en el apartado III.8.1. 
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Precultivo de los explantes. Se utilizó el medio MB3 (Moreno et al., 1985) con 0,5 mg/l de 
IAA y 2,5 mg/l de 6-BA (medio IB 05 25) (Tabla 6). 
Inoculación (sin Agrobacterium). Empleamos el medio LB líquido (Tabla 11) a pH 5,7, 
suplementado o no con 200 µM de acetosiringona. 
Co-cultivo. Utilizamos el medio IB 05 25 (MB3 + 0,5 mg/l de IAA + 2,5 mg/l de 6-BA) (Tabla 
6), suplementado o no con 200 µM de acetosiringona. 
Lavado. Empleamos el medio MB (Tabla 10) que se ajustó a un pH 5,7. 
Antibiótico selectivo. No incluido. 
Regeneración. 
Inducción de organogénesis. Empleamos el medio IB 05 25 (MB3 + 0,5 mg/l de IAA + 2,5 
mg/l de 6-BA) (Tabla 6). 
Desarrollo y elongación de brotes. Utilizamos el medio K02 (MB3 + 0,2 mg/l de quinetina) 
(Tabla 9). 
Enraizamiento de los brotes. Empleamos el medio MB3 (Moreno et al., 1985) (Tabla 5). 
Condiciones de incubación. El cultivo se realizó en una cámara de cultivo in vitro con un 
fotoperiodo de 16 horas luz / 8 horas oscuridad  (apartado III.2.10). La fase de co-cultivo 
se realizó también en la cámara de cultivo in vitro pero en oscuridad continua. 
Estimación de la respuesta. Al igual que en los experimentos anteriores, estimamos la 
respuesta organogénica sobre la base de las siguientes variables: 
Frecuencia de explantes con brotes. En las figuras se expresa en forma de porcentaje ± el 
error asociado a la frecuencia. El error se calculó con la fórmula √ (*p x (1-p)]/n), donde p 
es la frecuencia en tanto por uno y n el número de explantes incubados.  
Índice organogénico. Esta segunda variable trata de estimar la magnitud de la respuesta 
organogénica asignando a cada callo un valor de 0 a 3 en función de la extensión o 
número de estructuras organizadas, es decir, yemas adventicias o brotes. En las figuras se 
expresa el valor del índice ± el error estándar.  
En la Tabla 14 (C1) se presenta un resumen del protocolo. 
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9.1.2. Efecto de la cefotaxima sobre la respuesta morfogenética 
La cefotaxima es uno de los antibióticos más utilizados para erradicar Agrobacterium tras 
las fases de inoculación y co-cultivo de explantes. A fin de evaluar su efecto sobre la 
posterior respuesta organogénica de los explantes, se realizaron dos experimentos 
consecutivos.  
PRIMER EXPERIMENTO. Los explantes de pepino se sumergieron en dos medios de 
inoculación (LB y YEP) sin Agrobacterium, ajustando el pH a 5,7. El medio LB (Luria-
Bertani) es uno de los más utilizados para el cultivo de Agrobacterium, mientras que el 
YEP (extracto de levadura + peptona + cloruro de sodio), aún siendo más habitual para el 
cultivo de levaduras, se ha empleado también para Agrobacterium. Se utilizaron tres 
concentraciones de cefotaxima (100, 200 y 300 mg/l). Por tanto, el diseño es de tipo 
factorial (2 medios de infección x 3 concentraciones de cefotaxima). 
Genotipos. 'Marketer'. Sus características se describen en el apartado III.8.1. 
Explantes. Se utilizaron segmentos de cotiledón enteros de plántulas de 4 días. El 
procedimiento de obtención se describe en el apartado III.8.1. 
Precultivo de los explantes. Se utilizó el medio MB3 (Moreno et al., 1985) con 0,5 mg/l de 
IAA y 2,5 mg/l de 6-BA (medio IB 05 25) (Tabla 6). 
Inoculación (sin Agrobacterium). Empleamos el medio LB o YEP líquido (Tablas 11 y 13, 
respectivamente) a pH 5,7. 
Co-cultivo. Utilizamos el medio IB 05 25 (MB3 + 0,5 mg/l de IAA + 2,5 mg/l de 6-BA) (Tabla 
6). 
Lavado. Empleamos el medio MB (Tabla 10) que se ajustó a un pH 5,7, suplementado con 
diferentes concentraciones del antibiótico cefotaxima (100, 200 y 300 mg/l). 
Antibiótico selectivo. No incluido. 
Regeneración. 
Inducción de organogénesis. Empleamos el medio IB 05 25 (MB3 + 0,5 mg/l de IAA + 2,5 
mg/l de 6-BA) (Tabla 6), suplementado con diferentes concentraciones de cefotaxima 
(100, 200 y 300 mg/l). 
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Desarrollo y elongación de  brotes. Utilizamos el medio K02 (MB3 + 0,2 mg/l de quinetina) 
(Tabla 9), suplementado con diferentes concentraciones de cefotaxima (100, 200 y 300 
mg/l). 
Enraizamiento de los brotes. Empleamos el medio MB3 (Moreno et al., 1985) (Tabla 5), 
suplementado con diferentes concentraciones de cefotaxima (100, 200 y 300 mg/l). 
Condiciones de incubación. El cultivo se realizó en una cámara de cultivo in vitro con un 
fotoperiodo de 16 horas luz / 8 horas oscuridad  (apartado III.2.10). La fase de co-cultivo 
se realizó también en la cámara de cultivo in vitro pero en oscuridad continua. 
Estimación de la respuesta. Al igual que en los experimentos anteriores, estimamos la 
respuesta organogénica sobre la base de las siguientes variables: 
Frecuencia de explantes con brotes. En las figuras se expresa en forma de porcentaje ± el 
error asociado a la frecuencia. El error se calculó con la fórmula √ (*p x (1-p)]/n), donde p 
es la frecuencia en tanto por uno y n el número de explantes incubados.  
Índice organogénico. Esta segunda variable trata de estimar la magnitud de la respuesta 
organogénica asignando a cada callo un valor de 0 a 3 en función de la extensión o 
número de estructuras organizadas, es decir, yemas adventicias o brotes. En las figuras se 
expresa el valor del índice ± el error estándar.  
En la Tabla 14 (C2) se presenta un resumen del protocolo. 
SEGUNDO EXPERIMENTO. Los explantes del cultivar 'Marketer', que habían pasado por el 
medio LB (sin Agrobacterium), se cultivaron en medio IB 05 25 con distintas 
concentraciones de cefotaxima (desde 0 hasta 600 mg/l). Se trata de un diseño jerárquico 
con un solo factor (concentración de cefotaxima). 
Genotipos. 'Marketer'. Sus características se describen en el apartado III.8.1. 
Explantes. Se utilizaron segmentos de cotiledón enteros de plántulas de 4 días. El 
procedimiento de obtención se describe en el apartado III.8.1. 
Precultivo de los explantes. Se utilizó el medio MB3 (Moreno et al., 1985) con 0,5 mg/l de 
IAA y 2,5 mg/l de 6-BA (medio IB 05 25) (Tabla 6). 
Inoculación (sin Agrobacterium). Empleamos el medio LB líquido (Tabla 11) a pH 7,0. 
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Co-cultivo. Utilizamos el medio IB 05 25 (MB3 + 0,5 mg/l de IAA + 2,5 mg/l de 6-BA)  
(Tabla  6). 
Lavado. Empleamos el medio MB (Tabla 10) que se ajustó a un pH 5,7, suplementado con 
varias concentraciones del antibiótico cefotaxima (0, 100, 200, 300, 400, 500 y 600 mg/l). 
Antibiótico selectivo. No incluido. 
Regeneración. 
Inducción de organogénesis. Empleamos el medio IB 05 25 (MB3 + 0,5 mg/l de IAA + 2,5 
mg/l de 6-BA) (Tabla 6), suplementado con varias concentraciones del antibiótico 
cefotaxima (0, 100, 200, 300, 400, 500 y 600 mg/l). 
Desarrollo y elongación de  brotes. Utilizamos el medio K02 (MB3 + 0,2 mg/l de quinetina) 
(Tabla 9), suplementado con varias concentraciones del antibiótico cefotaxima (0, 100, 
200, 300, 400, 500 y 600 mg/l). 
Enraizamiento de los brotes. Empleamos el medio MB3 (sin reguladores de crecimiento; 
Moreno et al., 1985) (Tabla 5), suplementado con varias concentraciones del antibiótico 
cefotaxima (0, 100, 200, 300, 400, 500 y 600 mg/l). 
Condiciones de incubación. El cultivo se realizó en una cámara de cultivo in vitro con un 
fotoperiodo de 16 horas luz / 8 horas oscuridad  (apartado III.2.10). La fase de co-cultivo 
se realizó también en la cámara de cultivo in vitro pero en oscuridad continua. 
Estimación de la respuesta. Al igual que en los experimentos anteriores, estimamos la 
respuesta organogénica sobre la base de las siguientes variables: 
Frecuencia de explantes con brotes. En las figuras se expresa en forma de porcentaje ± el 
error asociado a la frecuencia. El error se calculó con la fórmula √ (*p x (1-p)]/n), donde p 
es la frecuencia en tanto por uno y n el número de explantes incubados.  
Índice organogénico. Esta segunda variable trata de estimar la magnitud de la respuesta 
organogénica asignando a cada callo un valor de 0 a 3 en función de la extensión o 
número de estructuras organizadas, es decir, yemas adventicias o brotes. En las figuras se 
expresa el valor del índice ± el error estándar.  
En la Tabla 14 (C3) se presenta un resumen del protocolo seguido. 
 




9.1.3. Descripción de los experimentos realizados 




(1) Precultivo:  
(1.1) Medio de inducción de organogénesis 
(2.1) Medio de inoculación 
(3.1) Medio de co-cultivo 
(4.1) Medio de lavado 
(1) 
 DO 600 .  Abreviaturas:  AS  - Acetosiringona; CF (x) – x mg/l del antibiótico cefotaxima; kan (x) – x mg/l del antibiótico kanamicina. 
(5) Regeneración: 
(5.1) Medio de inducción de organogénesis 
(5.2) Medio de desarrollo y elongación de ápices 
IB 05 25 + CF (100/ 200 / 300)  ( 3 semanas ) IB 05 25 + CF (0/ 100/ 200/ 300/ 400/ 500/ 600)  ( 3 semanas ) 
(5.3) Medio de enraizamiento 
(2) Inoculación     (sin Agrobacterium ): 
(3) Co-cultivo 
(4) Lavado: 
MB  [pH 5,7] ( 7 min ) MB  [pH 5,7] + CF (100/ 200 / 300) ( 7 min ) MB  [pH 5,7] + CF (0/ 100/ 200/ 300/ 400/ 500/ 600)  ( 7 min ) 
Etapas y medios de cultivo 
IB 05 25 ( 6-8 h ) 





MB3  (3-4 semana s) MB3 + CF (100/ 200 / 300) ( 3-4 semanas ) MB3 + CF (0/ 100/ 200/ 300/ 400/ 500/ 600)  ( 3-4 semanas ) 
Marketer 
LB [pH 5,7] + AS (0/ 200µM) ( 7 min ) LB/ YEP [pH 5,7] ( 7 min ) LB [pH 7,0]  ( 7 min ) 
IB 05 25 + AS (0/ 200µM) ( 2-3 días ) IB 05 25   ( 2-3 días ) IB 05 25   ( 2-3 días ) 
IB 05 25  ( 3 semana s) 
K02 + CF (0/ 100/ 200/ 300/ 400/ 500/ 600)  ( 2 semanas ) 
C1 C2 C3 
K02 ( 2 semanas ) K02 + CF (100/ 200 / 300)  ( 2 semanas ) 




9.2. Co-cultivo de explantes primarios de los cultivares 'Marketer' y 'Negrito' con 
el vector pBIN19 y selección con kanamicina 
Transcurridos treinta años desde la primera publicación de transformación en pepino vía 
Agrobacterium (Trulson et al., 1986), no puede decirse que a día de hoy se disponga de 
un método de transformación adecuado, hasta el punto de que, pese al número de 
artículos que se han publicado sobre el tema (ver 'Introducción'), algunos autores siguen 
considerando a esta especie como recalcitrante (Nanasato et al., 2013; Fraenkel, 2014). 
Los problemas principales a la hora de conseguir plantas transgénicas de pepino estriban 
en la escasa adecuación de los métodos de selección, la baja eficacia de los métodos de 
regeneración a partir de ciertos tipos de explantes y, sobre todo, en el descenso de la tasa 
de regeneración como consecuencia de los tratamientos habituales en un experimento de 
transformación. Ante la problemática existente, en el contexto de esta Tesis se estudiaron 
una serie de factores relacionados con las distintas etapas del proceso de transformación 
vía Agrobacterium, tales como cepas, vectores, densidad óptica del inóculo, genotipos, 
edad del explante, forma de llevar a cabo el proceso de selección, tipo y concentración 
del agente selectivo, entre otros. 
La elección de la dosis del antibiótico selectivo en un factor crítico en el éxito de un 
proceso de transformación vía Agrobacterium. La kanamicina es uno de los antibióticos 
selectivos más empleados en el proceso de selección y, por lo que respecta a las 
cucurbitáceas, se ha utilizado a concentraciones comprendidas entre 25 y 200 mg/l (Gaba 
y Antignus, 1992; Ellul et al., 1995; Wang et al., 2015). El ajuste de la concentración es 
clave porque lo que se busca es una situación de compromiso en el sentido de que se dé 
ventaja a las células que hayan integrado el T-DNA al tiempo que se minimice la 
formación de escapes.  
Con el objetivo de encontrar la concentración más adecuada de kanamicina en el proceso 
de transformación en pepino, en la primera parte de este experimento se estudió el 
efecto de tres concentraciones de kanamicina (25, 50 y 75 mg/l) en el medio selectivo 
utilizando explantes del cv. 'Marketer' y, en función de los resultados obtenidos, en la 
segunda fase del experimento se estudió la aplicación de una concentración de 
kanamicina de 25 mg/l utilizando explantes del cv. 'Negrito'.   




En concreto, las condiciones experimentales fueron las siguientes: 
Cepa de Agrobacterium tumefaciens. Se utilizó la cepa LBA4404. 
Vectores y genes marcadores/delatores. Se empleó el vector pBin19 que porta el gen 
marcador nptII. 
Genotipos. En la primera parte del experimento se utilizó el cv. 'Marketer' y en la segunda 
el  cv. 'Negrito'. Sus características se describen en el apartado III.8.1. 
Explantes. Se utilizaron segmentos de cotiledón enteros de plántulas de 4 días. El 
procedimiento de obtención se describe en el apartado III.8.1. 
Precultivo de los explantes. Se precultivaron los explantes en el medio IB 05 25 (MB3 + 
0,5 mg/l de IAA y 2,5 mg/l de 6-BA (Tabla 6) durante 6-8 horas. 
Inoculación con Agrobacterium. Empleamos el medio LB líquido (Tabla 11) a pH 5,7, 
suplementado con 100 mg/l de kanamicina y 200 µM de acetosiringona, con una DO600 de 
0,7-0,8. El tiempo de inoculación fue de 7 minutos. 
Co-cultivo con Agrobacterium. Utilizamos el medio IB 05 25 (Tabla 6), suplementado con 
200 µM de acetosiringona. El periodo de co-cultivo fue de 2-3 días. 
Lavado y erradicación de la bacteria. Empleamos el medio MB (Tabla 10) que se ajustó a 
un pH 5,7, suplementado 300 mg/l del antibiótico cefotaxima. La duración de esta fase 
fue de 7 minutos. 
Antibiótico selectivo. Kanamicina a las concentraciones que se indican las a continuación. 
Proceso de selección. 
Inducción de organogénesis. Empleamos el medio IB 05 25  (Tabla 6), suplementado con 
300 mg/l de cefotaxima y las siguientes concentraciones de kanamicina: 
- 1ª parte del experimento (cv. 'Marketer'): 25, 50, o 75 mg/l de kanamicina; 
- 2ª parte del experimento (cv. 'Negrito'): 25 mg/l de kanamicina. 
Estas concentraciones se utilizaron en siguientes etapas de la regeneración. 
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Desarrollo y elongación de  brotes. Utilizamos el medio K02 (MB3 + 0,2 mg/l de quinetina 
(Tabla 9), suplementado con 300 mg/l de cefotaxima y las concentraciones de kanamicina 
anteriormente indicadas. 
Enraizamiento de los brotes seleccionados. Empleamos el medio MB3 (sin reguladores de 
crecimiento; Moreno et al., 1985) (Tabla 5), suplementado con 300 mg/l de cefotaxima y 
las concentraciones de kanamicina anteriormente indicadas. 
Condiciones de incubación. El cultivo se realizó en una cámara de cultivo in vitro con un 
fotoperiodo de 16 horas luz / 8 horas oscuridad (apartado III.2.10). La fase de co-cultivo 
se realizó también en la cámara de cultivo in vitro pero en oscuridad continua. 
Variables relacionadas con la respuesta morfogenética.  
Porcentaje de callos con brotes (respecto al número de explantes inoculados). Se estimó 
tras el cultivo de los explantes en el medio de inducción de organogénesis (Tabla 6) con 
presión de selección y el subcultivo a medio de elongación de brotes (Tabla 9) con presión 
de selección. En las figuras se expresa en forma de porcentaje ± el error asociado a la 
frecuencia. 
Variables relacionadas con el  proceso de selección. 
Porcentaje de plantas que sobreviven. Se determinó al finalizar el cultivo en medio de 
enraizamiento (Tabla 5) contabilizando las plantas supervivientes (sin señales de 
contaminación) que pasaron por el proceso selectivo. En las figuras se expresa en forma 
de porcentaje ± el error asociado a la frecuencia. 
Número de plantas seleccionadas. Número de plantas consideradas como presuntas 
transgénicas al final del experimento. 
Evaluación de la expresión del gen marcador. 
Test de ápice. Desarrollo de la parte aérea y el sistema radicular a partir del ápice 
terminal o de yemas axilares de las plantas inicialmente seleccionadas como presuntas 
transgénicas (subcultivadas varias veces) en medio base MB3 (Tabla 5) selectivo. 
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Test de explante. Formación de estructuras morfogenéticas a partir de segmentos de hoja 
de las plantas inicialmente seleccionadas como presuntas transgénicas (subcultivadas 
varias veces) en medio  IB 05 25 (Tabla 6) selectivo. 
Caracterización molecular mediante PCR. Para confirmar la presencia de genes foráneos 
en las plantas de pepino se utilizó la reacción en cadena de la polimerasa (Mullis et al., 
1986, 1994). A continuación se describe el protocolo utilizado. 
Extracción del ADN. El ADN se obtuvo a partir de tejido de hoja congelado 
inmediatamente en nitrógeno líquido a -80º C. El protocolo de extracción de ADN ha sido 
adaptado de Rogers y Bendich (1994). 
1. Moler en un Eppendorf con la ayuda de un émbolo de metal 0,25 g de tejido de hoja 
congelada en nitrógeno líquido hasta que quede reducido a un polvo fino. 
2. Añadir 300 l de CTAB 2X precalentado a 65º C al que previamente se le ha añadido 
0,2% de -mercaptoetanol. 
3. Homogeneizar e incubar durante 5 minutos a 65º C. 
4. Añadir un volumen de 200 µl Cloroformo/Isoamílico 24:1, homogeneizar y centrifugar 
durante 10 minutos en microcentrífuga. 
5. Recuperar el sobrenadante y añadir 1/10 (volumen) de CTAB 10X precalentado a 65° C. 
6. Mezclar y añadir un volumen de Cloroformo / Isoamílico 24:1. 
7. Centrifugar durante 5 minutos. 
8. Recuperar el sobrenadante y precipitar con un volumen de CTAB precipitation Buffer.  
9. Centrifugar durante 3 minutos y eliminar el sobrenadante. 
10. Resuspender el precipitado en 0,5 ml de TE altamente salino y precipitar con 1 ml de 
etanol absoluto. 
11. Centrifugar durante 10 minutos y eliminar el sobrenadante. 
12. Lavar el precipitado con 500 l de etanol al 70%, eliminar por decantación y dejar 
secar al aire durante 10 minutos. 
13. Resuspender el precipitado en 30 l de TE 0,1X.  
 
Estimación de la concentración de ADN mediante electroforesis en un gel de agarosa. La 
concentración de ADN se estima comparando la intensidad de la fluorescencia emitida 
por el bromuro de etidio intercalado en el ADN, tras realizar una electroforesis en gel de 
Material y métodos   96 
 
 
agarosa al 1% en tampón TAE 1X, con la fluorescencia emitida por un patrón de 
concentración conocida (λ/HindIII). 
Análisis PCR. Las reacciones PCR se llevan a cabo utilizando 0,2 g de ADN genómico de 
cada planta en un volumen final de 20 l. Los ciclos de amplificación son controlados por 
un termociclador “Minicycler TM” de MJ Research Inc. 
 
Cada reacción de PCR contiene los siguientes componentes: 
Componente Concentración final Concentración stock 
ADN 0,2 g 0,2 g·l-1 
Cebador 5’ 0,6 M 20 M 
Cebador 3’ 0,6 M 20 M 
dNTPs 0,4 mM 10 mM 
Tampón 10x + MgCl2 1x 10x 
H2O (hasta 20 l) - - 
Taq polimerasa 0,5 U 5 U·l-1 
 
La secuencia de los cebadores empleados es la siguiente: 
Componente nptII 
Cebador 5’ 5’-AAGATGGATTGCACGCAGGTTC-3’ 
Cebador 3’ 5’-GAAGAACTCGTCAAGAAGGCGA-3’ 
 
 
Las condiciones para la amplificación del fragmento de la secuencia del gen nptII son: 
 
Ciclo Desnaturalización Hibridación Polimerización 
1 2 minutos a 94º C - - 
30 30 segundos a 94º C 30 segundos a 55º C 1 minutos a 72º C 
1 (último) - - 10 minutos a 72º C 
 
  




Además de las muestras de las plantas transformadas, incluimos los siguientes controles: 
a) Mezcla con ADN genómico de plantas no transformadas (Control negativo); 
b) Mezcla con ADN plasmídico o genómico portador del gen analizado (Control positivo). 
Análisis de los productos de la reacción PCR: Electroforesis de ADN. La presencia o 
ausencia del fragmento amplificado se determina mediante electroforesis en gel de 
agarosa 1,4% y tinción con bromuro de etidio. El tamaño de las bandas se estima por 
comparación con el marcador de peso molecular conocido: Generuler 100 bp DNA 
(Fermentas). Los productos de PCR de las plantas que contienen el gen analizado 
muestran una banda de ADN de tamaño conocido, correspondiente a la amplificación del 
ADN situado entre los cebadores. En nuestro caso, el tamaño de los productos de 
amplificación para nptII son de 781 pb. 
 
Soluciones y tampones empleados.  
 
Tampón CTAB 2X Tampón CTAB 10X 
CTAB precipitation 
Buffer 
TE altamente salino 
2% CTAB (w/v) 10% CTAB (w/v) 1% CTAB (w/v) 10 mM Tris (pH = 8) 
100 mM Tris (pH = 8) 0,7 M NaCl 50 mM Tris (pH = 8) 1 mM EDTA (pH = 8) 
20 mM EDTA (pH = 8)  10 mM EDTA (pH = 8) 1 M NaCl 
1,4 M NaCl    
1% PVP (Mr 40.000)    
0,2% -mercaptoetanol    
 
Abreviaturas: 
CTAB = Bromuro de hexadecil-trimetil-amonio 
Tris = Tris(hidroximetil)aminometano 
PVP = Polivinilpirrolidona    
 
En la Tabla 15 (C4) se presenta un resumen del proceso de transformación. 
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9.2.1. Descripción de los experimentos realizados 
Tabla 15. Co-cultivo de explantes primarios con la cepa LBA4404 y el vector pBIN19. 
 
 
(1) Precultivo:  
(1.1) Medio de inducción de organogénesis 
(2.1) Medio de inoculación 
(3.1) Medio de co-cultivo 
(4.1) Medio de lavado 
(1) 
 DO 600 .  Abreviaturas:  AS  - Acetosiringona; CF (x) – x mg/l del antibiótico cefotaxima; kan (x) – x mg/l del antibiótico kanamicina. 
C4 
MB  [pH 5,7] + CF (300)  ( 7 min ) 
IB 05 25 + CF (300) + kan (25/ 50/ 75) 
K02 + CF (300) + kan (25) 
MB3 + CF (300) + kan (25) 
(5.2) Medio de desarrollo y elongación de ápices 
(3) Co-cultivo 
IB 05 25 + AS (200µM)   ( 2-3 días ) 
(5.3) Medio de enraizamiento 
K02 + CF (300) + kan (25/ 50/ 75) 
(4) Lavado: 
(5) Regeneración: 
IB 05 25 + CF (300) + kan (25) 
(5.1) Medio de inducción de organogénesis 
Densidad óptica (Agro) (1) 0,7 - 0,8 
Etapas y medios de cultivo 
IB 05 25  ( 6-8 h ) 
(2) Inoculación: 
LB [pH 5,7] + kan (100) + AS (200µM)   ( 7 min ) 
Tipo de explante 





MB3 + CF (300) + kan (25/ 50/ 75) 
Marketer Negrito Cultivar 
 'Cotiledón entero' (plántulas de 4 días) 
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9.3. Co-cultivo de explantes primarios del cultivar 'Marketer' con la cepa C58 
que porta el vector pBIG121-Hm y selección con kanamicina 
9.3.1. Efecto de la duración del co-cultivo sin presión de selección y del medio inductor 
de organogénesis con presión selectiva 
En este experimento se utilizó la cepa C58 con el vector pBIG121-Hm que porta dos genes 
marcadores, nptII (resistencia a la kanamicina) y hpt (resistencia a higromicina), así como 
el gen delator uidA-int o GUS-intrón. La selección se realizó sobre la base de la expresión 
del gen nptII. Como explantes se emplearon segmentos de cotiledón de plántulas de 7 
días. No se modificó el periodo de precultivo de los explantes (6-8 horas), pero sí hicimos 
algunos cambios en el proceso de inoculación con Agrobacterium. En concreto, la 
densidad óptica de la suspensión bacteriana (DO600) se ajustó a 0,2-0,3. Al disminuir la 
densidad óptica del inóculo bacteriano, aumentamos el periodo de infección (10 
minutos). Conviene señalar también que modificamos el pH del medio LB (7,0) porque 
algunos autores han señalado que es el óptimo para el crecimiento de Agrobacterium 
(Cheng et al., 1997; Park et al., 2010). Aparte de los cambios mencionados, el objetivo del 
experimento fue estudiar el efecto del periodo de co-cultivo y la influencia del medio 
empleado en el proceso de selección.  
El co-cultivo es una de los fases que más influye en la eficiencia de transformación (Kose y 
Koç, 2003; Yin et al., 2005a; Kim et al., 2010; Nanasato et al., 2013), ya que bajo 
condiciones inadecuadas se puede producir un crecimiento excesivo de la bacteria y/o 
necrosis de los explantes, lo cual conlleva a una menor tasa de transformación (Nanasato 
et al., 2013). En este experimento ensayamos el efecto de un co-cultivo sin presión de 
selección (i.e. sin kanamicina) durante un periodo de 1, 3 o 5 días.  
Asimismo, utilizamos tres medios de inducción de organogénesis (Tabla 6): B25 (MB3 + 
2,5 mg/l de 6-benciladenina); IB 005 25 (MB3 + 0,05 mg/l de ácido indol-3-acético + 2,5 
mg/l de 6-benciladenina); IB 05 25 (MB3 + 0,5 mg/l de ácido indol-3-acético + 2,5 mg/l de 
6-benciladenina). Se trata, pues, de un diseño factorial (3 periodos de co-cultivo x 3 
medios de cultivo). 
  




En concreto, las condiciones experimentales fueron las siguientes: 
Cepa de Agrobacterium tumefaciens. Se utilizó la cepa C58. 
Vectores y genes marcadores/delatores. Se empleó el vector pBIG121-Hm que porta dos 
genes marcadores (nptII y hpt) y el gen delator uidA-int. 
Genotipo. Cultivar 'Marketer. Sus características se describen en el apartado III.8.1. 
Explantes. Segmentos de cotiledón enteros de plántulas de 7 días. El procedimiento de 
obtención se describe en el apartado III.8.1. 
Precultivo de los explantes.  Se precultivaron durante 6-8 horas en los tres medios que 
utilizamos en la fase de inducción de organogénesis (ver proceso de selección).  
Inoculación con Agrobacterium. 10 minutos en el medio LB líquido (Tabla 11) a pH 7,0, 
suplementado con 100 mg/l de kanamicina y 200 µM de acetosiringona, con una DO600 de 
0,2-0,3. 
Co-cultivo con Agrobacterium. Se ensayaron tres periodos de co-cultivo (1, 3 y 5 días) en 
los tres medios de cultivo que utilizamos en las fases de precultivo y de inducción de 
organogénesis (ver proceso de selección). Los tres medios se suplementaron con 200 µM 
de acetosiringona. 
Lavado y erradicación de la bacteria. 10 minutos en el medio MB (Tabla 10) que se ajustó 
a un pH 4,4, suplementado 300 mg/l del antibiótico cefotaxima. 
Antibiótico selectivo. Kanamicina. 
Proceso de selección. 
Inducción de organogénesis. Empleamos tres medios de cultivo: B 25 (MB3 + 2,5 mg/l de 
6-BA), IB 005 25 (MB3 + 0,05 mg/l de IAA + 2,5 mg/l de 6-BA) e IB 05 25 (MB3 + 0,5 mg/l 
de IAA + 2,5 mg/l de 6-BA (Tabla 6). Los tres medios  se suplementaron con 300 mg/l de 
cefotaxima y 25 mg/l de kanamicina. 
Desarrollo y elongación de  brotes. Utilizamos el medio K02 (MB3 + 0,2 mg/l de quinetina 
(Tabla 9), suplementado con 300 mg/l de cefotaxima y 25 mg/l de kanamicina. 
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Enraizamiento de los brotes seleccionados. Empleamos el medio MB3 (sin reguladores de 
crecimiento; Moreno et al., 1985) (Tabla 5) suplementado con 300 mg/l de cefotaxima y 
25 mg/l de kanamicina en los primeros subcultivos, mientras que en los siguientes no se 
incluyó la kanamicina. 
Condiciones de incubación. El cultivo se realizó en una cámara de cultivo in vitro con un 
fotoperiodo de 16 horas luz / 8 horas oscuridad (apartado III.2.10). La fase de co-cultivo 
se realizó también en la cámara de cultivo in vitro pero en oscuridad continua. 
Variables relacionadas con la respuesta morfogenética.  
Porcentaje de explantes con callos nodulares. Se estimó tras el cultivo de los explantes en 
el medio de inducción de organogénesis (Tabla 6) con presión selectiva. Conviene aclarar 
que el término 'callo nodular' alude a un callo en el que aparecen zonas semi-compactas 
en las que usualmente se produce la diferenciación de yemas adventicias y brotes. En las 
figuras se expresa en forma de porcentaje. 
Porcentaje de explantes con brotes y porcentaje de callos nodulares con brotes. Estas 
variables se estimaron tras el cultivo de los explantes en el medio de desarrollo y 
elongación de brotes con presión de selección. En las figuras se expresan en forma de 
porcentaje ± el error asociado a la frecuencia. 
Variables relacionadas con el  proceso de selección. 
Número de plantas seleccionadas. Número de plantas consideradas como presuntas 
transgénicas al final del experimento. 
Análisis de la expresión del gen delator (uidA-int). Se estimó el porcentaje de explantes 
que originan callos nodulares con zonas o grupos de células GUS+,  así como el porcentaje 
de callos 'nodulares' (respecto al número total de callos) que tienen zonas o grupos de 
células GUS+. En las figuras, los resultados se expresan en forma de porcentaje. 
Para llevar a cabo el análisis histoquímico X-GLUC, se recogieron las muestras y se les 
añadió  la solución X-GLUC en cantidad suficiente para que las cubriera. Estas muestras se 
dejaban durante 24 horas en oscuridad a 37oC para que tuviera lugar la reacción 
histoquímica.  
 
















Tras la incubación, se eliminaba la solución X-GLUC y se realizaban varios lavados con 
etanol 70% para eliminar la clorofila de los tejidos y poder detectar mejor la tinción azul 
que produce la expresión del gen uidA. Las fotografías de estas muestras se tomaron con 
la ayuda de una lupa (MZFLIII; Leica). 
Caracterización molecular mediante PCR. El método se describe en el apartado III.9.2. 




X-GLUC (Disolver en DMSO 1%) 
 
1.0 mM 
Tampón Na2HPO4 100 mM 
Tampón NaH2PO4 100 mM 
EDTA 10 mM 
K-Ferrycyanide (FeIII) 0,5 mM 
K-Ferrycyanide (FeII) 0,5 mM 
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9.3.2. Efecto de un proceso de selección mixto en la fase de co-cultivo y en la etapa de 
inducción de organogénesis 
En este apartado evaluamos dos métodos alternativos a la hora de llevar a cabo el 
proceso de selección en medio con kanamicina. En realidad, se trata de dos experimentos 
distintos, en cada uno de los cuales se plantea una cuestión diferente. No obstante, como 
se realizaron al mismo tiempo, con el mismo material y en las mismas condiciones, los 
resultados se presentan en este apartado como si se tratara de dos partes del mismo 
ensayo. Los experimentos se denominaron de forma arbitraria como A ('co-cultivo mixto') 
y B ('selección mixta'). 
El 'co-cultivo mixto' incluye dos etapas: la primera sin presión de selección (1 día), y la 
segunda, de duración variable (1 día [A1], 2 días [A2], 4 días [A4] o 5 días [A5]), con 
presión de selección (25 mg/l de kanamicina).  
Por lo que respecta a la 'selección mixta', tras un co-cultivo sin presión de selección (1 
día), se lavaron los explantes y se transfirieron al medio de inducción de organogénesis, 
dividiéndose esta fase en dos etapas: la primera, de duración variable (1 día [B1], 2 días 
[B2], 3 días [B3], 4 días [B4] o 5 días [B5]) sin presión de selección; y la segunda (3-4 
semanas) con presión de selección (25 mg/l de kanamicina).  
El experimento de transformación se llevó a cabo con segmentos de cotiledón del cultivar 
'Marketer' y la cepa C58 de A. tumefaciens que porta el plásmido pBIG121-Hm. Las 
condiciones experimentales fueron idénticas a las descritas en el apartado anterior con 
algunos cambios: en este caso, con la inclusión de una etapa con o sin presión de 
selección en la fase de co-cultivo o de regeneración (inducción de organogénesis), 
respectivamente; aumentamos la concentración de cefotaxima a 600 mg/l para impedir el 
crecimiento de Agrobacterium; en la fase de regeneración sólo se realizó la etapa de 
inducción de organogénesis. 
En la evaluación tratamos de cuantificar el grado de expresión uidA-int (ensayo 
histoquímico) en callos 'nodulares', es decir,  no solo evaluamos la existencia  o no  de 
grupos de células GUS (+) en los callos procedentes de los explantes inoculados con 
Agrobacterium, sino que también intentamos estimar la superficie de las zonas GUS (+)  
en estos mismos callos, al seccionar y fotografiar las muestras de los mismos y cuantificar 
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el número de píxeles de color azul intenso, despreciando cualquier punto con tinción 
tenue o dudosa. 
En concreto, las condiciones experimentales fueron las siguientes: 
Cepa de Agrobacterium tumefaciens. Se utilizó la cepa C58. 
Vectores y genes marcadores/delatores. Se empleó el vector pBIG121-Hm que porta dos 
genes marcadores (nptII y hpt) y el gen delator uidA-int. 
Genotipo. Empleamos el cv. 'Marketer. Sus características se describen en el apartado 
III.8.1. 
Explantes. Segmentos de cotiledón enteros de plántulas de 7 días. El procedimiento de 
obtención se describe en el apartado III.8.1. 
Precultivo de los explantes. En el medio B 25 (MB3 + 2,5 mg/l de 6-BA) (Tabla 6) durante 
6-8 horas. 
Inoculación con Agrobacterium. 10 minutos en el medio LB líquido (Tablas 11) a pH 7,0, 
suplementado con 100 mg/l de kanamicina y 200 µM de acetosiringona, con una DO600 de 
0,2-0,3. 
Co-cultivo con Agrobacterium.  
- Co-cultivo mixto: En la primera etapa (1 día), utilizamos el medio B 25 (MB3 + 2,5 mg/l 
de 6-BA) (Tabla 6), suplementado con 200 µM de acetosiringona y, en la segunda etapa, 
el mismo medio suplementado con 25 mg/l de kanamicina al medio durante 1 día [A1], 2 
días [A2], 4 días [A4] o 5 días [A5]. 
- Selección mixta: Utilizamos el medio B 25 (MB3 + 2,5 mg/l de 6-BA) (Tabla 6), 
suplementado con 200 µM de acetosiringona (1 día).  
Lavado y erradicación de la bacteria. 10 minutos en el medio MB (Tabla 10) que se ajustó 
a un pH 4,4, suplementado con 600 mg/l del antibiótico cefotaxima. 
Antibiótico selectivo. Kanamicina. 
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Proceso de selección. 
Inducción de organogénesis. Los explantes se transfirieron al medio de inducción de 
organogénesis B 25 (Tabla 6), suplementado con 600 mg/l del antibiótico cefotaxima, 
dividiéndose esta fase en dos etapas: la primera (sólo para la 'selección mixta'), de 
duración variable (1 día [B1], 2 días [B2], 3 días [B3], 4 días [B4] o 5 días [B5]) sin presión 
de selección; y la segunda (3-4 semanas) con presión de selección (25 mg/l de 
kanamicina).  
Tras la etapa de inducción de organogénesis, se procedió al análisis de expresión del 
delator uidA-int (ensayo histoquímico X-GLUC).  
Condiciones de incubación. El cultivo se realizó en una cámara de cultivo in vitro con un 
fotoperiodo de 16 horas luz / 8 horas oscuridad (apartado III.2.10). La fase de co-cultivo 
se realizó también en la cámara de cultivo in vitro pero en oscuridad continua. 
Variables relacionadas con la respuesta morfogenética.  
Porcentaje de explantes con callos nodulares. Se estimó tras el cultivo de los explantes en 
el medio de inducción de organogénesis (Tabla 6) con presión de selección. En las figuras 
se expresa en forma de porcentaje. 
Análisis de la expresión del gen delator (uidA-int). En este experimento no solo evaluamos 
la existencia  o no  de grupos de células GUS (+) en los callos nodulares procedentes de los 
explantes inoculados con Agrobacterium, sino que también intentamos estimar la 
superficie de las zonas GUS (+) en estos mismos callos, al seccionar y fotografiar las 
muestras de los mismos y cuantificar el número de píxeles de color azul intenso, 
despreciando cualquier punto con tinción tenue o dudosa. 
Por lo que  respecta a presencia o ausencia de expresión, las variables anotadas fueron las 
siguientes: 
- Porcentaje de explantes con callos 'nodulares' que tienen zonas o grupos de células 
GUS+. 
- Porcentaje de callos 'nodulares' (respecto al número total de callos) con zonas o grupos 
de células GUS+. 
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Con relación a la extensión de las zonas con expresión del gen delator uidA-int en los 
callos seleccionados, las variables anotadas fueron las siguientes: 
- Área Gus+ por explante. Extensión del área GUS+ por explante estimada mediante el 
recuento de píxeles. 
- Área Gus+ por callo. Extensión del área GUS+ por callo estimada mediante el recuento 
de píxeles. 
- Área Gus+ por callo Gus+. Extensión del área GUS+ por callo GUS+ estimada mediante el 
recuento de píxeles. 
El análisis histoquímico GUS se realizó tal y como se describe en los apartados III.6.7 y 
III.9.3.1. 
En la Tabla 16 (C6) se presenta un resumen del proceso de transformación. 
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9.3.3. Efecto del nitrato de plata y del sulfato de cobre en el medio de inducción de 
organogénesis y del aumento de la concentración de kanamicina en los medios 
de elongación y enraizamiento 
En estudios previos, comprobamos la dificultad de efectuar el proceso de selección 
empleando concentraciones de kanamicina de 50 - 75 mg/l y por ello elegimos una  
concentración de 25 mg/l. Sin embargo, el número de escapes era alto. En este 
experimento optamos por mantener una dosis de kanamicina de 25 mg/l en el medio de 
inducción de organogénesis y aumentarla a 100 mg/l tanto en el medio de elongación de 
brotes como en la primera fase del proceso de enraizamiento de dichos brotes. Se trata 
de una estrategia similar a la empleada por Rajagopalan y Perl-Treves (2005) para 
disminuir la tasa  de escapes. 
Adicionalmente, decidimos suplementar el medio de inducción de organogénesis con 
nitrato de plata o sulfato de cobre, así como utilizar un medio de elongación de brotes 
con sulfato de cobre. Los objetivos eran aumentar la calidad de la respuesta organogénica 
y reducir los efectos que produce el estrés generado por el protocolo de transformación. 
Por otro lado, en el experimento anterior observamos que la tasa de transformación, 
transitoria o estable, estimada sobre la base de la superficie ocupada por células GUS (+) 
en los callos seleccionados, aumentaba considerablemente cuando se empleaba un 'co-
cultivo mixto' (1 día sin presión de selección seguido por 2 días con presión de selección). 
Con el fin de corroborar este resultado, en el presente experimento comparamos lo que 
ocurre cuando al emplean estas condiciones con respecto a lo que sucede con un co-
cultivo de la misma duración (3 días) sin presión de selección. 
En concreto, las condiciones experimentales fueron las siguientes: 
Cepa de Agrobacterium tumefaciens. Se utilizó la cepa C58. 
Vectores y genes marcadores/delatores. Se empleó el vector pBIG121-Hm que porta dos 
genes marcadores (nptII y hpt) y el gen delator uidA-int. 
Genotipo. Empleamos el cv. 'Marketer. Sus características se describen en el apartado 
III.8.1. 
Explantes. Segmentos de cotiledón enteros de plántulas de 3 días. El procedimiento de 
obtención se describe en el apartado III.8.1. 
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Precultivo de los explantes. En el medio B 25 (MB3 + 2,5 mg/l de 6-BA) (Tabla 6) durante 2 
días. 
Inoculación con Agrobacterium. 10 minutos en el medio LB líquido (Tabla 11) a pH 7,0, 
suplementado con 100 mg/l de kanamicina y 200 µM de acetosiringona, con una DO600 de 
0,2-0,3. 
Co-cultivo con Agrobacterium. Se realizó de dos maneras: 
- Co-cultivo mixto: en el medio B 25 (MB3 + 2,5 mg/l de 6-BA) (Tabla 6), suplementado 
con 200 µM de acetosiringona (durante 1 día), seguido de una segunda etapa en la que se 
añadió 25 mg/l de kanamicina al medio (durante 2 días). 
- Co-cultivo continuo sin presión de selección: en el medio B 25 (MB3 + 2,5 mg/l de 6-BA) 
(Tabla 6), suplementado con 200 µM de acetosiringona (durante 3 días). 
En ambos casos, se realizó en la cámara de cultivo bajo condiciones de fotoperiodo. 
Lavado y erradicación de la bacteria. 10 minutos en el medio MB (Tabla 10) que se ajustó 
a un pH 4,4, suplementado con 600 mg/l del antibiótico cefotaxima. 
Antibiótico selectivo. Kanamicina. 
Proceso de selección. 
Inducción de organogénesis. Empleamos el medio B 25 (Tabla 6), suplementado con 300 
mg/l de cefotaxima y 25 mg/l de kanamicina.  
- Co-cultivo mixto: el medio se suplementó con 5µM de AgNO3 [M1] o 1 mg/l de CuSO4 
[M2]. 
- Co-cultivo continuo: el medio se suplementó con 5µM de AgNO3 [M3]. 
Desarrollo y elongación de  brotes. Utilizamos el medio FCu (MB3 + 0,01 mg/l de NAA + 
0,1 mg/l de 6-BA + 1 mg/l de sulfato de cobre) (Tabla 9), suplementado con 300 mg/l de 
cefotaxima y 100 mg/l de kanamicina. 
Enraizamiento de los brotes seleccionados. Empleamos el medio MB3 (Tabla 5), 
suplementado con 300 mg/l de cefotaxima y 100 mg/l de kanamicina en el primer 
subcultivo. Los siguientes subcultivos se llevaron a cabo en medio sin kanamicina. 
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Condiciones de incubación. El cultivo se realizó en una cámara de cultivo in vitro con un 
fotoperiodo de 16 horas luz / 8 horas oscuridad (apartado III.2.10). 
Variables relacionadas con la respuesta morfogenética.  
Porcentaje de explantes con callos nodulares. Se estimó tras el cultivo de los explantes en 
el medio de inducción de organogénesis (Tabla 6) con presión de selección. En las figuras 
se expresa en forma de porcentaje. 
Porcentaje de explantes con brotes y porcentaje de callos nodulares con brotes. Estas 
variables se estimaron tras el cultivo de los explantes en el medio de desarrollo y 
elongación de brotes (Tabla 9) con presión de selección. En las figuras se expresan en 
forma de porcentaje ± el error asociado a la frecuencia. 
Variables relacionadas con el  proceso de selección. 
Número de plantas seleccionadas. Número de plantas consideradas como presuntas 
transgénicas al final del experimento. 
Análisis de la expresión del gen delator (uidA-int). El análisis histoquímico GUS en hojas de 
las plantas seleccionadas se realizó tal y como se describe en los apartados III.6.7 y 
III.9.3.1. Se consideran como positivas (GUS +) aquellas plantas en las que se detectó 
expresión GUS en todas las hojas analizadas. 
Estimación de la tasa de transformación.  
Número de plantas transgénicas con relación al número los explantes inoculados. En este 
caso se asume que cada planta seleccionada deriva de un evento de integración 
independiente. 
Número de callos que dan al menos una planta transgénica con relación al número de 
explantes inoculados. En este caso se asume que las plantas GUS (+) que proceden de un 
callo podrían derivar del mismo evento de transformación. 
En la Tabla 16 (C7) se presenta un resumen del proceso de transformación. 
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9.4. Selección con higromicina tras el co-cultivo de explantes primarios de los 
cultivares 'Marketer', 'Negrito' y 'Wisconsin 2843' 
En el experimento anterior incrementamos la concentración de kanamicina (de 25 a 100 
mg/l) tanto en el medio de elongación (FCu) como en el de enraizamiento de los brotes 
(MB3) para reducir el número de escapes. Gracias a esta modificación del protocolo, se 
obtuvieron algunas plantas transgénicas del cultivar 'Marketer' con expresión estable del 
gen delator uidA-int. Una solución alternativa para reducir la tasa de escapes estriba en 
cambiar el agente selectivo, por ejemplo sustituir la kanamicina por higromicina B. Para 
estudiar la adecuación de la higromicina como agente selectivo en pepino, realizamos un 
experimento con los tres cultivares que habíamos venido utilizando: 'Marketer', 'Negrito' 
y 'Wisconsin 2843'. El protocolo de transformación fue básicamente el mismo que el 
empleado en el experimento anterior, aunque con pequeños cambios. En este caso, 
utilizamos la cepa LBA4404 de A tumefaciens que porta el vector pBIG121-Hm. Debido a 
la mayor toxicidad de la higromicina, optamos por hacer un co-cultivo con la cepa de 
Agrobacterium sin presión de selección. Además, para evitar posibles problemas de 
densidad crítica inicial en la primera etapa, realizamos una 'selección mixta', es decir, 
cultivamos los explantes inoculados en el medio de inducción de organogénesis durante 
dos días sin presión de selección y, a continuación, se subcultivaron al mismo medio con 
10 mg/l de higromicina. En resumen, en este experimento de co-cultivo de explantes de 
los cultivares 'Marketer' y 'Negrito' y 'Wisconsin 2843' se utilizó la cepa LBA4404 de 
Agrobacterium, una 'selección mixta' y la higromicina B como antibiótico selectivo. 
En concreto, las condiciones experimentales fueron las siguientes: 
Cepa de Agrobacterium tumefaciens. Se utilizó la cepa LBA4404. 
Vectores y genes marcadores/delatores. Se empleó el vector pBIG121-Hm que porta dos 
genes marcadores (nptII y hpt) y el gen delator uidA-int. 
Genotipos. 'Marketer' y 'Negrito' y 'Wisconsin 2843'. Sus características se describen en el 
apartado III.8.1.  
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Explantes. Segmentos de cotiledón enteros de plántulas de 3 días. El procedimiento de 
obtención se describe en el apartado III.8.1. 
Precultivo de los explantes. En el caso de los cultivares 'Wisconsin 2843' y 'Negrito' se 
empleó el medio IB 05 25 (MB3 + 0,5 mg/l de IAA + 2,5 mg/l de 6-BA) (Tabla 6), mientras 
que en el cultivar 'Marketer' utilizamos el medio B 25 (MB3 + 2,5 mg/l de 6-BA) (Tabla 6). 
El periodo de precultivo fue de 2 días. 
Inoculación con Agrobacterium. 10 minutos en el medio LB líquido (Tabla 11) a pH 7,0, 
suplementado con 100 mg/l de kanamicina y 200 µM de acetosiringona, con una DO600 de 
0,2-0,3.  
Co-cultivo con Agrobacterium. En el caso de los cultivares 'Wisconsin 2843' y 'Negrito' se 
empleó el medio IB 05 25 (MB3 + 0,5 mg/l de IAA + 2,5 mg/l de 6-BA) (Tabla 6), mientras 
que en el cultivar 'Marketer' utilizamos el medio B 25 (MB3 + 2,5 mg/l de 6-BA) (Tabla 6). 
Los medios se suplementaron con 200 µM de acetosiringona. El periodo de co-cultivo fue 
de 2 días y la incubación se realizó en la cámara de cultivo bajo condiciones de 
fotoperiodo (apartado III.2.10). 
Lavado y erradicación de la bacteria. 10 minutos en el medio MB (Tabla 10) que se ajustó 
a un pH 4,4, suplementado con 600 mg/l del antibiótico cefotaxima. 
Antibiótico selectivo. Higromicina B. 
Proceso de selección. 
Inducción de organogénesis. En los cultivares 'Wisconsin 2843' y 'Negrito' se empleó el 
medio IB 05 25 (MB3 + 0,5 mg/l de IAA + 2,5 mg/l de 6-BA) (Tabla 6), mientras que en el 
cultivar 'Marketer' utilizamos el medio B 25 (MB3 + 2,5 mg/l de 6-BA) (Tabla 6), ambos 
suplementado con 600 mg/l de cefotaxima. Para evitar problemas de densidad crítica 
inicial, realizamos una 'selección mixta', es decir, primero cultivamos los explantes 
inoculados en el medio de inducción de organogénesis durante dos días sin presión de 
selección y, a continuación, se subcultivaron al mismo medio con 10 mg/l de higromicina. 
En la segunda fase, los medios se suplementaron con 5µM de AgNO3. 
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Desarrollo y elongación de  brotes. Utilizamos el medio FCu (MB3 + 0,01 mg/l de NAA + 
0,1 mg/l de 6-BA + 1 mg/l de sulfato de cobre) (Tabla 9), suplementado con 300 mg/l de 
cefotaxima y 10 mg/l de higromicina B durante los primeros subcultivos. En el último 
subcultivo no se incluyó el antibiótico selectivo. 
Enraizamiento de los brotes seleccionados. Empleamos el medio MB3 (sin reguladores de 
crecimiento) (Tabla 5), suplementado en con 300 mg/l del antibiótico cefotaxima. 
Condiciones de incubación. El cultivo se realizó en una cámara de cultivo in vitro con un 
fotoperiodo de 16 horas luz / 8 horas oscuridad (apartado III.2.10). 
Variables relacionadas con la respuesta morfogenética.  
Porcentaje de explantes con callos nodulares. Se estimó tras el cultivo de los explantes en 
el medio de inducción de organogénesis (Tabla 6) con presión de selección. En las figuras 
se expresa en forma de porcentaje. 
Porcentaje de explantes con brotes y porcentaje de callos nodulares con brotes. Estas 
variables se estimaron tras el cultivo de los explantes en el medio de desarrollo y 
elongación de brotes (Tabla 9) con presión de selección. En las figuras se expresan en 
forma de porcentaje ± el error asociado a la frecuencia. 
Variables relacionadas con el  proceso de selección. 
Número de plantas seleccionadas. Número de plantas consideradas como presuntas 
transgénicas al final del experimento. 
Análisis de la expresión del gen delator (uidA-int). El análisis histoquímico GUS en hojas de 
las plantas seleccionadas se realizó tal  y como se describe en los apartados III.6.7 y 
III.9.3.1. Se consideran como positivas (GUS +) aquellas plantas en las que se detectó 
expresión GUS en todas las hojas analizadas. 
Estimación de la tasa de transformación.  
Número de plantas transgénicas con relación al número los explantes inoculados. En este 
caso se asume que cada planta seleccionada deriva de un evento de integración 
independiente. 
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Número de callos que dan al menos una planta transgénica con relación al número de 
explantes inoculados. En este caso se asume que las plantas GUS (+) que proceden de un 
callo podrían derivar del mismo evento de transformación. 
En la Tabla 16 (C8) se presenta un resumen del proceso de transformación. 
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9.5. Descripción de los experimentos realizados 
Tabla 16. Co-cultivo de explantes primarios con la cepa LBA4404 o C58 y el vector pBIG121-Hm.  
A1 A2 A4 A5 B1 B2 B3 B4 B5
(1) Precultivo: 
(1.1) Medio de inducción de organogénesis
(2.1) Medio de inoculación
(3.1) Medio de co-cultivo 1
         (sin presión de selección)
(3.2) Medio de co-cultivo 2
           (con presión de selección)
1 2 4 5
(4.1) Medio de lavado
1 2 3 4 5
(5.2) Medio de inducción de organogénesis 2
        (con presión de selección)
Experimentos
C5 C6 C7 C8
Agrobacterium  (cepa) C58 C58 LBA4404
Vector pBIG121-Hm
Línea o cultivar Marketer Wisconsin 2843 Negrito
Tipo de explante
 'Cotiledón entero'
(plántulas de 7 días) (plántulas de 3 días)
Etapas y medios de cultivo
B 25/ IB 005 25/ IB 05 25 B 25 IB 05 25
Densidad óptica (Agro)(1) 0,2 - 0,3
Código de los tratamientos (2) M1 M2 M3
(NR)
B25 + AS (200µM)
+ kan (25) (NR) B25 + AS (200µM) + kan (25)
(6-8 h) (2 días)
(2) Inoculación:
LB [pH 7,0] + kan (100) + AS (200µM) (10 min)
(3) Co-cultivo
(B 25/ IB 005 25/ IB 05 25) + AS (200µM) B 25 + AS (200µM) IB 05 25 + AS (200µM)
(NR)
días (2 días)
(1/ 3/ 5 días) (1 día) (1 día) (3 días) (2 días)
(5.1) Medio de inducción de organogénesis 1
        (sin presión de selección) días
(4) Lavado:
MB [pH 4,40] + CF (300) (10 min) MB  [pH 4,40]  + CF (600) (10 min)
(5) Regeneración:
(NR) (NR)
B 25 + CF (600)
(NR) B 25 + CF (600) IB 05 25 + CF (600)
(2 días)
(B 25/ IB 005 25/ IB 05 25) + CF (300) + kan (25) B 25 + CF (600) + kan (25)
B 25 + CF (600) + kan (25) B 25 IB 05 25
+ 5µM AgNO3 + 1 mg/l CuSO4 + 5µM AgNO3  + 5µM AgNO3 + CF (600) + hpt (10)
 (1) DO600. 
(2) Identificación de algunos tratamientos. Abreviaturas:  NR - no realizado; AS  - Acetosiringona; CF (x) – x mg/l del antibiótico cefotaxima; kan (x) – x mg/l del antibiótico kanamicina; hpt (x) - x mg/l del antibiótico higromicina.
(5.3) Medio de desarrollo y elongación de brotes K02 + CF (300) + kan (25) (NR) FCu + CF (300) + kan (100) FCu + CF (300) + hpt (10); FCu + CF (300)
(5.4) Medio de enraizamiento MB3 + CF (300) + kan (25); MB3 + CF (300) (NR) MB3 + CF (300) + kan (100); MB3 + CF (300) MB3 + CF (300)
Resultados y discusión    115 
 
IV. Resultados y Discusión 
1. RESPUESTA MORFOGENÉTICA EN EXPLANTES DE PEPINO 
1.1. RESULTADOS 
1.1.1. Efecto del genotipo, explante y medio de cultivo sobre la respuesta organogénica 
En el primer experimento analizamos la respuesta cultural y morfogenética de explantes 
de tres cultivares de pepino en seis medios de cultivo. Con relación al material de partida, 
empleamos dos cultivares comerciales o variedades de polinización abierta ('Marketer' y 
'Negrito') y una línea de mejora ('Wisconsin 2843').  
Las plantas del cultivar 'Marketer' tienen un crecimiento vigoroso y son de tipo monoico 
(i.e. presentan flores masculinas y femeninas). Se trata de una variedad de ciclo medio 
cuyos frutos, de un color verde oscuro, presentan espinas de color blanco de escasa 
longitud y no muy abundantes. Las empresas que comercializan este tipo de pepino 
recomiendan recolectar los frutos antes de la madurez completa, cuando alcanzan una 
longitud de unos 20-22 cm, con el fin de que las semillas no hayan culminado su 
desarrollo, de manera que no resulten molestas para el consumidor. 
'Negrito' es una variedad muy productiva, con frutos cilíndricos de unos 20 cm de 
longitud y unos 5 cm de diámetro. El fruto tiene un color verde oscuro, un sabor 
agradable y desarrolla un escaso número de semillas, lo que es ventajoso desde el punto 
de vista del consumidor. La planta, típicamente trepadora, desarrolla múltiples zarcillos y 
tiene un aspecto áspero debido a la presencia de numerosos pelos. Pese al gran número 
de tricomas, las plantas de esta variedad son sensibles a diversas plagas y enfermedades, 
como la mosca blanca, los pulgones, el oídio y el mildiu, lo que supone un serio problema 
cuando se cultiva en invernadero al final de la primavera o a lo largo del verano.      
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'Wisconsin 2843' es una línea de mejora obtenida por Peterson et al. (1985) en la que se 
fueron introduciendo, paso a paso, múltiples genes de resistencia a enfermedades. Así, 
las plantas de esta línea son homocigóticas para genes de resistencia al virus del mosaico 
del pepino (CMV), Cladosporium cucumerinum (pudrición o costra de la raíz; scab spot 
rot), Pseudomonas lacrymans (mancha angular de la hoja) y Colletorichum lagenarium 
(antracnosis).  
En el artículo antes mencionado, los autores indican que 'Wisconsin 2843' es también una 
línea homocigótica para genes de resistencia a Pseudoperonospora cubensis (mildiu 
velloso; downy mildew). Sobre las fuentes de resistencia a este tipo de mildiu hay una 
cierta controversia porque, sea por un manejo inadecuado o por cualquier otra razón, 
una de las principales fuentes de variación (PI 197087) parece haber perdido la resistencia 
al patógeno o, al menos, ciertos genes de resistencia (revisado en un artículo de Cucurbit 
Genetics Cooperative Report por Criswell et al., 2010-2011). A pesar de lo indicado, en 
nuestras condiciones de invernadero las plantas de 'Wisconsin 2843' se mostraron como 
resistentes o altamente tolerantes a este tipo de mildiu incluso en épocas del año en las 
que no tenía sentido cultivar otras líneas de pepino sensibles al patógeno.  
Además, la línea 'Wisconsin 2843' segrega para dos niveles de resistencia a Sphaerotheca 
fuliginea (mildiu pulverulento; powdery mildew, PM). Uno de ellos es el tipo intermedio 
que muestra la accesión 'Cy-14', mientras que el otro es el que exhibe 'WI 1983', una 
accesión notablemente resistente a este tipo de mildiu. Las plantas de 'Wisconsin 2843' 
son también heterocigóticas para resistencia a Erwinia tracheiphila (fuego bacteriano) y 
Corynespora cassiicola (mancha de la hoja; target leaf spot). 
Aparte de genes de resistencia, 'Wisconsin 2843' tiene otras características que aumentan 
su interés en programas de mejora. En efecto, en esta línea se han incorporado genes que 
permiten un desarrollo partenocárpico del fruto, lo que se complementa con el hecho de 
que las plantas son ginoicas (i.e. solo desarrollan flores femeninas). Por si fuera poco, los 
frutos de 'Wisconsin 2843' carecen de cucurbitacinas por lo que no tienen un sabor 
amargo.    
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Con relación a los explantes, utilizamos tres tipos: dos procedentes de cotiledones de 
plántulas de 4 días y el otro de hojas de plantas axénicas que se habían obtenido 
mediante cultivo de ápices en medio base. Los explantes de cotiledón a los que 
denominamos como "enteros" se obtuvieron eliminando la parte proximal (i.e. la más 
cercana al ápice) y la parte distal de los cotiledones de plántulas de 4 días que habían 
crecido en medio MG (Moreno et al., 1984). Los explantes de cotiledón cortados 
transversalmente se obtuvieron eliminando primero la parte proximal y la parte distal de 
los cotiledones de plántulas de 4 días y, a continuación, cada cotiledón se cortó 
transversalmente para obtener dos explantes (i.e. cuatro por cada plántula). Los 
explantes de hoja procedían de plantas axénicas cultivadas en medio MB3 (Moreno et al., 
1985) durante 20-25 días. Se utilizaron las dos primeras hojas expandidas de cada planta 
cortando la lamina foliar en segmentos de unos 0,7-0,8 cm2.  
Los seis medios de cultivo empleados en este estudio son modificaciones del MB3 
(Moreno et al., 1985) con los siguientes reguladores del crecimiento: B 10 (1 mg/l de 6-
BA), B 25 (2,5 mg/l de 6-BA), B 50 (5 mg/l de 6-BA), IB 05 10 (0,5 mg/l de IAA + 1 mg/l de 
6-BA), IB 05 25 (0,5 mg/l de IAA + 2,5 mg/l de 6-BA), IB 05 50 (0,5 mg/l de IAA + 5 mg/l de 
6-BA). 
Tras el cultivo de los explantes en cada medio, estimamos la respuesta  organogénica 
anotando dos variables: la frecuencia de explantes que desarrollan brotes (expresada en 
las figuras en forma de porcentaje ± el error estándar asociada a la frecuencia) y lo que 
denominamos como 'índice organogénico'. Esta segunda variable trata de estimar la 
magnitud de la respuesta organogénica asignando a cada callo un valor de 0 a 3 en 
función de la extensión o número de estructuras organizadas (yemas adventicias o 
brotes). A la hora de cuantificar la respuesta organogénica, en lugar del número de brotes 
por callo, elegimos el índice, porque, al igual que ocurre en otras cucurbitáceas como el 
melón y la sandía, en pepino no suele ser habitual que se desarrollen brotes 
individualizables en los callos primarios (i.e. los que derivan del explante), lo que dificulta 
cuantificar la respuesta sobre la base de una variable basada en el número de brotes por 
callo. En general, en los callos primarios aparecen yemas adventicias y primordios de 
brotes que requieren una fase de elongación en un medio adecuado. Para ello, se 
transfieren a medio con reducida concentración de reguladores del crecimiento (ver 
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'Material y Métodos'). Lo más efectivo no es tratar de separar el ápice de cada brote, sino 
subcultivar grupos de yemas adventicias o primordios de brotes al medio de elongación.  
Por lo que respecta al cultivo de explantes primarios de la línea 'Wisconsin 2843', los 
mejores resultados se obtienen con explantes de cotiledón, más concretamente con lo 
que hemos denominado como segmentos de cotiledones enteros (figura 1). Cuando se 
emplean estos explantes, la frecuencia de callos con brotes oscila entre el 20% y el 35%  
en algunos medios de cultivo (figura 1a), mientras que el índice organogénico está en 
torno a 0,5 – 0,6 (Figura 1b). El corte transversal de los segmentos de cotiledón no supone 
ningún beneficio, ya que en el mejor de las casos el porcentaje de explantes con brotes 
supera por poco el 20% (Figura 1a). Los resultados con explantes de hoja (Figura 1) son 
similares a los obtenidos con segmentos de cotiledón cortados transversalmente.  
Por otro lado, no se aprecia un efecto claro del medio de cultivo. No obstante, si se 
consideran los resultados obtenidos con los tres tipos de explantes, la elección podría 
recaer en un medio con 2,5 mg/l de 6-benciladenina, suplementado o no con 0,5 mg/l de 
ácido indolacético. 
Las características del proceso de formación callo y de la respuesta organogénica en 
explantes de cotiledón entero de la línea 'Wisconsin 2843' se pueden apreciar en la Figura 
2. Como puede verse, el crecimiento inicialmente desorganizado va siendo sustituido por 
un callo de tipo nodular a partir del cual van surgiendo grupos de yemas adventicias. Por 
lo que respecta a los explantes de cotiledón, las yemas adventicias suelen aparecer en la 
zona de corte más próxima al ápice de la planta. Más adelante, van apareciendo nuevas 
yemas adventicias en zonas cercanas que, poco a poco, se van extendiendo.    
A las dos o tres semanas, estas yemas adventicias dan lugar a primordios de brotes. En 
esta etapa no se pueden contar los brotes y de ahí el que hayamos utilizado el índice 
organogénico para hacer una estimación cuantitativa de la respuesta morfogenética.  
Tal y como se ha comentado antes, la elongación de los brotes requiere un subcultivo a 
medio con reducida concentración de citoquinina (Figura 2d). Para este propósito se 
puede emplear un medio base MB3 (Moreno et al., 1985) suplementado con 0,2 mg/l de 
quinetina (K02) o, alternativamente, el mismo medio MB3 con 0,01 mg/l de ácido 
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naftalenacético y 0,1 mg/ de 6-benciladenina (medio FCu). El enraizamiento de los brotes 
desarrollados no supone ningún problema, ya que basta con transferir los ápices a medio 
base o, alternativamente, a un medio con 0,1 mg/l de ácido indolacético o ácido 
indolbutírico. 
Con relación al cultivar 'Marketer', los mejores resultados se obtienen empleando 
cotiledones enteros (Figura 3). En efecto, en un medio de cultivo con 2,5 mg/l de 6-
benciladenida (suplementado, o no, con 0,5 mg/l de ácido indolacético) la frecuencia de 
explantes con brotes llega al 60%. De forma similar, el valor del índice organogénico en 
estos medios (en torno a 1) indica que la respuesta es satisfactoria. En cambio, al igual 
que ocurre con 'Wisconsin 2843', la respuesta morfogenética de los explantes de 
cotiledón cortados transversalmente (Figura 3) y de los explantes de hoja (Figura 3) del 
cultivar 'Marketer' es mucho menor. 
Los callos de los explantes de cotiledón del cultivar 'Marketer' tienen un color más claro 
que los de 'Wisconsin 2843' y son menos compactos (Figura 5a). La diferenciación de 
yemas adventicias se centra principalmente en la zona de corte más próxima al ápice de 
la planta. Al principio aparece un grupo con varias yemas y la respuesta se va 
amplificando con el tiempo. La elongación de los brotes requiere de un subcultivo a 
medio con reducida concentración de reguladores del crecimiento (Figura 5b). 
La respuesta organogénica de los explantes de cotiledón enteros del cultivar 'Negrito' es 
muy satisfactoria, al menos en ciertos medios de cultivo. En concreto, en los medios 
suplementados con 0,5 mg/l de ácido indolacético y 1 o 2,5 mg/l de 6-benciladenina, el 
porcentaje de explantes con brotes está en torno al 80% (Figura 4a) y el índice 
organogénico se aproxima a 1,5  (Figura 4b).  
Al igual que ocurre con los otros dos genotipos ('Wisconsin 2843' y 'Marketer'), la 
respuesta de los explantes de cotiledón cortados transversalmente del cultivar 'Negrito' 
es menor (Figura 4) con independencia del medio de cultivo. Lo que resulta un tanto 
sorprendente es que la respuesta de los explantes de hoja sea tan baja (Figura 4), lo que 
revela la existencia de una interacción genotipo x explante.   
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Los callos de los explantes del cultivar 'Negrito' son más parecidos a los de 'Marketer' que 
a los de ‘Wisconsin 2843’. En general, tienen un color blanquecino y son bastante friables 
(Figura 6a). Curiosamente, en algunos de estos callos aparecen unas zonas de crecimiento 
que son reminiscentes a lo que se denomina como 'callo semejante a gel' (gel-like callus). 
La aparición de este tipo de callo no es habitual en medios de cultivo como los que hemos 
empleado en este estudio, sino más bien en los que se utilizan para promover una 
respuesta embriogénica. Se trata de callos muy friables en donde se desarrollan células 
proembriogénicas que quedan inmersas en una especie de matriz que tiene la apariencia 
de un gel (de ahí el término 'gel-like callus'). Normalmente, estas células dan lugar a 
embriones somáticos cuando el callo semejante a gel se subcultiva en un medio 
adecuado.       
Si se tiene en cuenta la frecuencia de explantes que diferencian yemas y brotes 
adventicios, los mejores resultados se han obtenido con segmentos de cotiledón enteros 
del cultivar 'Negrito', ya que hasta el 80 % de los callos procedentes de estos explantes 
diferencian yemas y primordios de brotes. En el caso del cultivar 'Marketer' la respuesta 
de estos explantes es bastante satisfactoria (60 %), mientras que en la línea  'Wisconsin 
2843' el resultado es simplemente aceptable (30-35 %). 
En general, la respuesta de los explantes de cotiledón cortados transversalmente es 
menor que la de los segmentos de cotiledón enteros. Este resultado cabe atribuirlo a que 
la organogénesis se produce principalmente en la zona de corte del cotiledón más 
próxima al ápice meristemático. Como consecuencia, cuando se cortan los explantes 
transversalmente aparecen dos segmentos claramente diferenciados en cuanto a su 
respuesta: el más próximo al ápice (i.e. segmento proximal) suele diferenciar yemas y 
primordios de brotes; en cambio, el más alejado del ápice (i.e. segmento distal) 
normalmente no lo hace. Por este motivo, cuando se estima la respuesta organogénica en 
forma de frecuencia, la respuesta de los explantes cortados transversalmente es menor. 
En los tres cultivares, los peores resultados se obtienen con explantes de hoja. En 
particular, resulta un tanto sorprendente la baja respuesta de los explantes de hoja del 
cultivar 'Negrito' sobre todo si se tiene en cuenta  la elevada tasa de regeneración en 
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explantes de cotiledón enteros de este cultivar. Estos y otros resultados indican la 
existencia de un efecto de interacción entre el genotipo y el explante.  
De forma similar, existe una interacción clara entre el medio de cultivo y el genotipo de 
partida. Así por ejemplo, antes hemos comentado que la máxima respuesta se obtiene en 
explantes de cotiledón enteros del cultivar 'Negrito, pero eso se debe a los resultados 
obtenidos en dos de los medios, ya que en los otros la respuesta es menor que en los 
explantes del cv. 'Marketer'.  
Con relación al medio de cultivo, no es fácil llegar a una clara conclusión sobre cuál es el 
mejor. No obstante, en general los mejores resultados se obtienen empleando medios 
suplementados con 0,5 mg/l de ácido indolacético y 1,0 mg/l o 2,5 mg/l de 6-
bencialdenina.   
Figura 1. Efecto del tipo de explante y del medio de cultivo sobre la respuesta 
morfogenética de la línea 'Wisconsin 2843'. 
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                     (b) Índice organogénico 
 
Nota: los explantes de cotiledón (cot. entero en la figura) se obtuvieron eliminando la parte 
proximal (i.e. la más cercana al ápice) y distal de los cotiledones de plántulas de 4 días. Los 
explantes de cotiledón cortados (cot. mitad en la figura) se obtuvieron eliminando primero las 
partes proximal y distal y, luego, cortando transversalmente cada cotiledón. Los segmentos de 
hoja procedían de plantas axénicas cultivadas en medio MB3 (Moreno et al., 1985) durante 20-25 
días. Se utilizaron las dos primeras hojas expandidas de cada planta cortando la lamina foliar en 
segmentos de unos 0,7-0,8 cm2. La primera variable alude a la frecuencia de explantes que 
desarrollan brotes ± el error estándar asociado a la frecuencia (figura 1a). El índice organogénico 
trata de estimar la magnitud de la respuesta organogénica asignando a cada callo un valor de 0 a 
3 en función de la extensión o número de estructuras organizadas (yemas adventicias o brotes). 
En la figura 1b se muestra el valor medio del índice organogénico ± el error estándar. Los medios 
de cultivo son modificaciones del MB3 con los siguientes reguladores del crecimiento: B 10 (1 
mg/l de 6-BA), B 25 (2,5 mg/l de 6-BA), B 50 (5 mg/l de 6-BA), IB 05 10 (0,5 mg/l de IAA + 1 mg/l 
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Figura 2. Organogénesis a partir de explantes de cotiledón procedentes de plántulas 
de 4 días de la línea 'Wisconsin 2843'. (a) Explantes tras 3 semanas de cultivo en 
medio IB 05 25; (b) y (c) Detalle del crecimiento y organogénesis en diversos 
explantes; (d) Plantas regeneradas tras 2 semanas en el medio de elongación K02.  
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Figura 3. Efecto del tipo de explante y del medio de cultivo sobre la respuesta 
morfogenética del cultivar 'Marketer'. 
                     (a) Porcentaje de explantes con brotes 
 
                     (b) Índice organogénico 
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Figura 4. Efecto del tipo de explante y del medio de cultivo sobre la respuesta 
morfogenética del cultivar 'Negrito'. 
                        (a) Porcentaje de explantes con brotes 
 
                         (b) Índice organogénico 
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Figura 6. Organogénesis en explantes de cotiledón de plántulas de 4 días del cultivar 
'Negrito'. (a) Explantes tras 3 semanas de cultivo en el medio IB 05 25; (b) Plantas 
regeneradas tras 2 semanas en el medio de elongación K02. 
 
Figura 5. Crecimiento y organogénesis a 
partir de explantes de cotiledón 
procedentes de plántulas de 4 días del 
cultivar 'Marketer'. (a) Explantes tras 3 
semanas de cultivo en el medio IB 05 25; 
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as de 4 días del cultivar 'Negrito'. 
1.1.2. Efecto del medio de cultivo sobre la respuesta morfogenética de cuatro líneas 
puras  
Tal y como se comentará de forma más amplia en el apartado de 'Discusión', antes de 
iniciar este proyecto de investigación, uno de los objetivos que nos planteamos fue 
estimar la heredabilidad en sentido amplio de la respuesta organogénica en pepino. 
 Para ello solicitamos algunas líneas puras a la empresa de semillas Fitó. Lo que 
esperábamos (o pretendíamos) era encontrar dos líneas puras con importantes 
diferencias en la respuesta organogénica, es decir una de alta o muy alta respuesta y otra 
de baja o muy baja respuesta, para, tras el cruce entre ambas, obtener la F1 y la F2, así 
como los retrocruces respectivos (BC1 y BC2). De esta forma, podríamos hacer una estima 
de la heredabilidad del carácter y, a ser posible, del número de genes principales o genes 
mayores que intervienen en la respuesta morfogenética.  
Como es lógico, la empresa no nos dio ninguna información concreta sobre el origen o las 
características de las cuatro líneas puras que nos cedió, lo que resulta perfectamente 
comprensible porque éste es uno de los secretos mejor guardados por las compañías de 
semillas que se dedican a la obtención y comercialización de híbridos F1. No obstante, lo 
que sí nos indicó uno de los investigadores de dicha empresa es que, en función de su 
procedencia, cabía esperar importantes diferencias entre las líneas puras. 
Procedimos por tanto a evaluar la respuesta de los explantes de las cuatro líneas puras en 
los seis medios de cultivo que habíamos empleado en el experimento anterior. El diseño 
experimental fue el mismo, con la salvedad de que, en función de los resultados de dicho 
experimento, en este caso solo utilizamos segmentos de cotiledón enteros.  
Los resultados que se muestran en la figura 7 indican que en los explantes de 3 líneas 
puras (las que la empresa nos había suministrado con los códigos SF-1, SF-13 y  SF-17) la 
respuesta organogénica fue muy baja, ya que en el mejor de los casos el porcentaje de 
explantes con yemas o brotes no llegó ni siquiera al 5% (en general, oscilaba entre 0% y 
3% (Figura 7a).  
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Por paradójico que pueda parecer, estos resultados eran positivos para nosotros ya que 
necesitábamos al menos una línea pura de muy baja respuesta a fin de poder estimar la 
heredabilidad. El problema es que, para conseguirlo, necesitábamos otra línea pura de 
alta respuesta. Por desgracia, la cuarta línea pura (la que la empresa nos había 
suministrado con el código SF-11) tenía una respuesta de tipo intermedio. En efecto, el 
porcentaje de callos con yemas y brotes en los explantes de esta línea solo llegó al 30% en 
algunos medios de cultivo.  
Así pues, en función de los resultados obtenidos, abandonamos nuestra pretensión inicial 
de estimar la heredabilidad y el número de genes implicados en la respuesta 
morfogenética en explantes de pepino. 
Figura 7. Respuesta organogénica en explantes de cuatro líneas puras de pepino.  
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                         (b) Índice organogénico 
 
Nota: el diseño experimental es el mismo que el indicado en la figura 1, con la salvedad de 
que en este caso utilizamos un único tipo explante (segmentos de cotiledón enteros). Se han 
mantenido los códigos de las líneas puras (SF-1, SF-11, SF-13 y SF-17) cedidas por la empresa 
Semillas Fitó. 
1.1.3. Efecto del sulfato de cobre en la respuesta organogénica de explantes de tres 
cultivares de pepino 
El cobre es un micronutriente y por tanto se suministra en los medios de cultivo de las 
células vegetales a concentraciones muy bajas. Por ejemplo, en la solución mineral de 
Murashige y Skoog (1962) este ion metálico se añade en forma de sulfato de cobre a una 
concentración de 0,025 mg/l. Con todo, al realizar un estudio sobre el efecto de distintas 
concentraciones de los elementos minerales que aparecen en forma de micronutrientes 
en la solución de Murashige y Skoog (1962), García-Sogo (1990) comprobó que la adición 
al medio de cultivo de concentraciones inusualmente elevadas de sulfato de cobre (desde 
0,1 hasta 10 mg/l) producía un notable incremento de la respuesta organogénica en callos 
de melón procedentes tanto de explantes como de protoplastos. Lo sorprendente es que 
el efecto positivo del cobre se producía a concentraciones muy elevadas, entre 4 y 400 
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Decidimos por tanto evaluar el efecto del cobre en la respuesta organogénica de 
explantes de pepino. Para ello, se procedió al cultivo de segmentos de cotiledón enteros 
de los tres cultivares antes mencionados ('Wisconsin 2843', 'Marketer' y 'Negrito') en un 
medio MB3 (Moreno et al., 1985) con 0,5 mg/l de ácido indolacético y 2,5 mg/l de 6-
benciladenina. Se suplementó este medio con tres concentraciones de sulfato de cobre 
(0,2 mg/l, 1 mg/l y 5 mg/l) y como referencia se empleó el mismo medio con la 
concentración habitual de la solución MS (0,025 mg/l). Al respecto, conviene señalar que 
en las figuras este medio aparece como Cu (0) porque se trata del medio de referencia o 
control, aunque realmente tiene la cantidad de sulfato de cobre antes indicada. 
En general, el porcentaje de callos con brotes y el índice organogénico tienden a 
aumentar con la adición de sulfato de cobre al medio de cultivo, aunque en cada cultivar 
la concentración óptima parece ser distinta (Figura 8). En el caso del cultivar 'Marketer' 
los mejores resultados se obtienen en un medio con 1 mg/l de sulfato de cobre. En 
cambio, en el cultivar 'Negrito' la mayor respuesta se produce cuando el medio se  
suplementa con 0,2 mg/l. En el cultivar de menor respuesta organogénica ('Wisconsin 
2843') el efecto del cobre es beneficioso pero solo cuando se emplea a mayor 
concentración (5 mg/l).    
En conjunto, los resultados indican que la adición de altas concentraciones de sulfato de 
cobre al medio de cultivo resulta beneficiosa para la respuesta organogénica en pepino. A 
pesar de ello, en términos cuantitativos, los resultados no son favorables como los que se 
obtienen en melón (García-Sogo, 1990).  
Lo que sí resulta destacable en el caso de los explantes de pepino es que el grado de 
desarrollo de los primordios de brotes, es decir, la calidad de la respuesta organogénica, 
aumenta con la adición de sulfato de cobre al medio de cultivo.     
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Figura 8. Efecto del sulfato de cobre en la respuesta morfogenética. 
                        (a) Porcentaje de explantes con brotes 
 
                        (b) Índice organogénico 
 
Nota: se cultivaron segmentos de cotiledón enteros de los cultivares 'Wisconsin 2843', 'Marketer' 
y 'Negrito' en un medio MB3 (Moreno et al., 1985) con 0,5 mg/l de ácido indolacético y 2,5 mg/l 
de 6-benciladenina. Se suplementó el medio con tres concentraciones de sulfato de cobre: 0,2 
mg/l [Cu (0,2)], 1 mg/l [Cu (1,0)] y 5 mg/l [Cu (5,0)]. Como referencia se empleó el mismo medio 
con la concentración de la solución MS (0,025 mg/l). Conviene aclarar que en la figura este medio 
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1.1.4. Efecto de las condiciones de incubación sobre la respuesta organogénica en 
explantes de pepino 
Al igual que hacemos en nuestro laboratorio, la mayor parte de autores opta por incubar 
los explantes de pepino en una cámara con un fotoperiodo de 16 horas luz / 8 horas 
oscuridad. A pesar de ello, algunos investigadores (Chee, 1990a; Punja et al., 1990; 
Raharjo y Punja, 1992) han defendido el uso de una incubación previa en condiciones de 
oscuridad. Según estos autores, para conseguir la máxima respuesta organogénica en 
pepino, conviene cultivar los explantes durante 1 a 3 semanas en oscuridad y, a partir de 
ahí, transferir los recipientes a una cámara con fotoperiodo o, alternativamente, 
subcultivar los callos al mismo medio de cultivo e incubar en condiciones de fotoperiodo.  
Para comprobar el posible efecto beneficioso del cultivo previo en oscuridad, realizamos 
un experimento en el que empleamos distintas condiciones de incubación para el cultivo 
de explantes de cotiledón de los tres cultivares ('Wisconsin 2843', 'Marketer' y 'Negrito').  
En concreto, se utilizaron las siguientes condiciones de incubación: 4 semanas con un 
fotoperiodo de 16 horas luz / 8 horas oscuridad (testigo), 1 semana en oscuridad y tres 
con el mismo fotoperiodo o dos semanas en oscuridad y 2 con fotoperiodo. En todos los 
casos, el cultivo de los explantes se llevó a cabo en un medio MB3 (Moreno et al., 1985) 
con 0,5 mg/l de ácido indolacético y 2,5 mg/l de 6-benciladenina 
Por lo que se refiere a la duración del periodo previo de incubación en oscuridad (una o 
dos semanas), no observamos diferencias en la respuesta morfogenética (Figura 9). En 
cambio, cuando se comparan los resultados de la incubación en fotoperiodo con respecto 
a los obtenidos cuando se hace un cultivo previo en oscuridad, la conclusión es evidente: 
la respuesta morfogenética es mucho menor en el segundo caso que en el primero. Los 
resultados no dependen del genotipo de partida, ya que se observa lo mismo en los tres 
cultivares (Figura 9).    
Selvaraj et al. (2007) hicieron un estudio similar al nuestro, aunque ellos emplearon 
distintos cultivares y un medio de cultivo diferente. A pesar de las diferencias en las  
condiciones experimentales, sus resultados fueron idénticos a los nuestros: el cultivo de 
los explantes en oscuridad durante 2 o 3 semanas disminuía notablemente la respuesta 
morfogenética.   
Resultados y discusión    133 
 
Así pues, a partir de aquí decidimos seguir utilizando las condiciones habituales de 
incubación (i.e. fotoperiodo de 16 horas luz / 8 horas oscuridad) desde el inicio del cultivo 
de los explantes de pepino.  
Figura 9. Efecto de las condiciones de incubación en la respuesta de explantes de pepino. 
                        (a) Porcentaje de explantes con brotes 
 
                        (b) Índice organogénico 
 
Nota: se cultivaron segmentos de cotiledón enteros de 'Wisconsin 2843', 'Marketer' y 
'Negrito' en un medio MB3 (Moreno et al., 1985) con 0,5 mg/l de IAA y 2,5 mg/l de 6-BA. Se 
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Número de semanas de incubación en fotoperíodo estándar (16h luz/ 8h oscuridad) u oscuridad contínua.
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8 horas oscuridad), 1 semana en oscuridad y tres con fotoperiodo o dos semanas en oscuridad 
y 2 con fotoperiodo. 
1.1.5. Efecto de la edad de la plántula sobre la respuesta organogénica y el grado de 
mixoploidía de los explantes de cotiledón y el nivel de ploidía de las plantas 
regeneradas 
 
Para evaluar la influencia del estado ontogénico del material de partida sobre la 
respuesta morfogenética, se cultivaron explantes de cotiledón enteros de plántulas de 4, 
7 y 10 días en el medio IB 05 25 (medio MB3 suplementado con 0,5 mg/l de ácido 
indolacético y 2,5 mg/l de 6-benciladenina). El estudio se llevó a cabo con explantes de los 
tres cultivares ('Wisconsin 2843', 'Marketer' y 'Negrito') y la respuesta morfogenética se 
evaluó con las variables habituales (porcentaje de explantes con brotes e índice 
organogénico). 
Como puede verse en la Figura 10, en los cultivares 'Wisconsin 2843' y 'Negrito' no se 
aprecian diferencias en la respuesta morfogenética en explantes procedentes de 
plántulas de 4 y 7 días (28-30% en Wisconsin y 40-44% en Negrito). En cambio, la 
respuesta morfogenética desciende notablemente cuando se utilizan explantes de 
plántulas de 10 días (5% en Wisconsin y 23% en Negrito). En el caso del cultivar 'Marketer' 
la respuesta va disminuyendo (desde el 50% hasta el 37%) a medida que aumenta la edad 
de la plántula. En conjunto, los resultados de este estudio indican que la respuesta 
morfogenética tiende a disminuir en estados ontogénicos más tardíos. 
La edad de la plántula no solo afecta a la respuesta morfogenética, sino que también 
determina el grado de mixoploidía en los explantes de cotiledón. En efecto, tras la 
germinación, se inicia el proceso de endorreduplicación en las células de los cotiledones, 
lo que determina la aparición de núcleos con mayores niveles de ploidía.  
La duplicación espontánea en las células del callo que se origina a partir del explante 
puede llevar a la regeneración de plantas tetraploides o con mayor nivel de ploidía. 
Asimismo, el hecho de que las plantas tengan una estructura polisomática y que, salvo en 
las células de la línea germinal, haya un cierto grado de endorreduplicación, lo que 
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conduce a la formación de tejidos u órganos mixoploides, puede ser otra de las causas 
que determinan la regeneración de plantas con mayores niveles de ploidía. 
Nuestros resultados previos con cucurbitáceas (García-Sogo, 1990; Ellul, 2002) indicaron 
que en los cotiledones de las plántulas la tasa de endorreduplicación aumenta con la 
edad de la planta, alcanzando el máximo cuando se produce la expansión de los 
cotiledones. En cualquier caso, dentro de una especie, se observan diferencias entre 
genotipos y por tanto procedimos a analizar el grado de mixoploidía o la distribución de 
núcleos (2C, 4C, 8C, 16C) en cotiledones de los tres cultivares de pepino empleados en 
este trabajo ('Wisconsin 2843', 'Marketer' y 'Negrito'), así como el nivel de ploidía de una 
muestra de las plantas regeneradas a partir de segmentos de cotiledón. 
El estudio mediante citometría de flujo con un analizador de ploidía Partec indicó que, 
con independencia de la edad de la planta, los cotiledones de los tres cultivares son 
mixoploides. En 'Wisconsin 2843' la frecuencia de núcleos 2C disminuye ligeramente con 
la edad de la plántula (desde el 32% hasta el 28%) (Figura 11), mientras que en 'Marketer' 
y 'Negrito' se mantiene más o menos en torno al 25% (Figuras 12 y 13, respectivamente).  
Por lo que respecta a la edad de la planta, las diferencias no son importantes, lo que era 
de esperar porque en este estudio no llegamos a utilizar plántulas de mayor edad con los 
cotiledones totalmente expandidos. Decidimos hacerlo así porque ya sabíamos que tras el 
proceso de expansión de los cotiledones la respuesta morfogenética desciende de forma 
dramática. Por otro lado, en este caso concreto tampoco se aprecian diferencias dignas 
de mención en los tres cultivares analizados.  
Los resultados obtenidos indican que en estas fases del desarrollo ontogénico hay un 
elevado número de células con núcleos 4C e incluso 8C en los segmentos de cotiledón 
(Figuras 11-13). En cualquier caso, conviene aclarar que el número de núcleos 2C, 4C y 8C 
no equivale al número de células diploides, tetraploides y octoploides. Ello se debe a que, 
por ejemplo, una parte de los núcleos 4C se corresponde con células tetraploides en fase 
G1, pero la otra parte se corresponde con células diploides que acaban de culminar la 
fase S o que están en la fase G2 del ciclo celular. Así pues, el porcentaje de núcleos 2C, 4C 
y 8C da una idea de la distribución de células diploides, tetraploides y octoploides, pero 
las frecuencias no son exactamente las mismas.     
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A continuación se analizaron 88 plantas regeneradas (en torno a 10 por cultivar y edad de 
la planta) a partir de segmentos de cotiledón. Para el análisis en el citómetro utilizamos la 
segunda hoja (i.e. la primera completamente expandida) de cada planta axénica. Lo 
hicimos así porque nuestros estudios previos habían indicado que el grado de mixoploidía 
es prácticamente nulo en la segunda hoja de una planta axénica, a diferencia de lo que 
ocurre con hojas adultas de una planta cultivada en invernadero, y por tanto refleja el 
nivel de ploidía de la línea germinal de la planta en cuestión.  
Los resultados que se muestran en las Figuras 14-16 hay que interpretarlos con cierta 
cautela porque, si bien el número total de plantas analizadas (88) es considerable, la 
muestra o el número de plantas por genotipo y edad de la planta es relativamente escaso 
(en torno a 10).  
Con todo, los resultados indican que la frecuencia de plantas diploides generalmente 
disminuye con la edad de la plántula. Este resultado era previsible porque coincide con 
nuestras observaciones previas. Lo que no esperábamos es que en los cultivares 
'Marketer' y 'Negrito' la frecuencia de plantas diploides fuera tan baja, incluso cuando se 
utilizan segmentos de cotiledón de plántulas de 4 días (22 % y 30 %, respectivamente).  
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Figura 10. Efecto de la edad de la plántula a partir de la que se extraen los explantes de 
cotiledón sobre la respuesta morfogenética. 
                     (a) Porcentaje de explantes con brotes 
 
                     (b) Índice organogénico 
 
Nota: se cultivaron segmentos de cotiledón enteros de plántulas de 4, 7 y 10 días de los cultivares 
'Wisconsin 2843', 'Marketer' y 'Negrito'. El cultivo se realizó en medio IB 05 25 (MB3 
suplementado con 0,5 mg/l de IAA y 2,5 mg/l de 6-BA) y la incubación se llevó a cabo en una 
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Figura 11. Efecto de la edad de la plántula sobre el grado de endorreduplicación (1) en los 
núcleos de las células de los explantes de cotiledón de la línea 'Wisconsin 2843'. 
 
(1) Cuantificación del contenido de ADN nuclear de células de cotiledón (citometría de flujo). 
Los datos reflejan el porcentaje de núcleos de cada tipo (2C, 4C, 8C, 16C) ± el error estándar 
asociado a la frecuencia. R = residual en el histograma obtenido en el analizador Partec que 
surge como consecuencia de la ruptura de algunos núcleos. 
 
Figura 12. Efecto de la edad de la plántula sobre el grado de endorreduplicación (1) en los 
núcleos de las células de los explantes de cotiledón del cultivar 'Marketer'. 
 
(1) Cuantificación del contenido de ADN nuclear de células de cotiledón (citometría de flujo). 
Los datos reflejan el porcentaje de núcleos de cada tipo (2C, 4C, 8C, 16C) ± el error estándar 
asociado a la frecuencia. R = residual en el histograma obtenido en el analizador Partec que 
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Figura 13. Efecto de la edad de la plántula sobre el grado de endorreduplicación (1) en los 
núcleos de las células de los explantes de cotiledón del cultivar 'Negrito'. 
 
(1) Cuantificación del contenido de ADN nuclear de células de cotiledón (citometría de flujo). 
Los datos reflejan el porcentaje de núcleos de cada tipo (2C, 4C, 8C, 16C) ± el error estándar 
asociado a la frecuencia. R = residual en el histograma obtenido en el analizador Partec que 
surge como consecuencia de la ruptura de algunos núcleos. 
 
Figura 14. Efecto de la edad de la plántula sobre el nivel de ploidía (1) de las plantas 
regeneradas a partir de segmentos de cotiledón de la línea 'Wisconsin 2843'. 
 
(1) El nivel de ploidía de cada planta se estimó sobre la base del análisis del contenido de ADN 
nuclear en células de hojas jóvenes (citometría de flujo). Se indica el porcentaje de plantas 
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Figura 15. Efecto de la edad de la plántula sobre el nivel de ploidía (1) de las plantas 
regeneradas a partir de segmentos de cotiledón del cultivar 'Marketer'. 
 
(1) El nivel de ploidía de cada planta se estimó sobre la base del análisis del contenido de ADN 
nuclear en células de hojas jóvenes (citometría de flujo). Se indica el porcentaje de plantas 




Figura 16. Efecto de la edad de la plántula sobre el nivel de ploidía (1) de las plantas 
regeneradas a partir de segmentos de cotiledón del cv. 'Negrito'. 
 
(1) El nivel de ploidía de cada planta se estimó sobre la base del análisis del contenido de ADN 
nuclear en células de hojas jóvenes (citometría de flujo). Se indica el porcentaje de plantas 
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1.1.6. Efecto del nitrato de plata sobre la respuesta organogénica de los explantes de 
cotiledón 
Se ha descrito que la adición de nitrato de plata al medio de cultivo (desde 0,2 hasta 8,5 
mg/l) aumenta la respuesta morfogenética en explantes de cotiledón de algunos 
cultivares de pepino (Mohiuddin et al., 1997, 2005). De forma similar, la adición de nitrato 
de plata parece tener un efecto beneficioso sobre la organogénesis en cultivares de 
especies del género Brassica (Palmer, 1992; Eapen y George 1997; Hu et al., 1999), así 
como en ají (Hyde y Phillips 1996), yuca (Zhang et al., 2001b), rábano (Curtis et al., 2004), 
girasol (Chraibi et al., 1991), melón (Roustan et al., 1992) y en Bouteloua dactyloides, una 
gramínea silvestre que medra en las grandes praderas de Norteamérica (Fei et al., 2000). 
La adición de nitrato de plata fue también positiva para la iniciación de callos 
embriogénicos en arroz y maíz (Adkins et al., 1993; Vain et al., 1989), el desarrollo de 
embriones somáticos de café (Fuentes et al., 2000), así como en cultivo de anteras de 
repollo (Achar 2002). 
Los efectos beneficiosos del nitrato de plata podrían estar relacionados con su efecto 
inhibidor sobre la acción del etileno. En cultivo in vitro, los explantes o callos de ciertas 
especies liberan etileno, lo que provoca su acumulación en los recipientes habituales que 
tienen un intercambio gaseoso limitado (Chi et al., 1991). Por este motivo, es probable 
que la acumulación de etileno ocasione una inhibición de la regeneración de brotes 
(Chraibi et al., 1991) o una alteración del crecimiento y desarrollo del material vegetal 
(Pua, 1993).  
A fin de evaluar el efecto del nitrato de plata sobre la organogénesis en explantes de 
pepino, cultivamos segmentos de cotiledón de 'Wisconsin 2843', 'Marketer' y 'Negrito' en 
medio IB 05 25 con diversas concentraciones de nitrato de plata (0, 0,08, 0,8 y 8 mg/l 
(Tabla 8). La incubación se realizó en fotoperiodo (16 horas luz / 8 horas oscuridad) y la 
lectura se llevó a cabo a los 35 días de cultivo. 
Los resultados indicaron que el efecto del nitrato de plata depende del genotipo (Figura 
17). En efecto, en los cultivares 'Marketer' y 'Negrito' no se aprecia un efecto positivo 
sobre la frecuencia de callos con brotes. Sí se observa un incremento del índice 
organogénico (que estima la cantidad de estructuras organogénicas por callo) en el medio 
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de cultivo con 0,8 mg/l de nitrato de planta; no obstante, si se consideran las dos 
variables, no se puede concluir un efecto destacable en estos dos cultivares. En cambio, 
en 'Wisconsin 2843' (que, por comparación, es el cultivar de menor respuesta) se aprecia 
un aumento tanto del porcentaje de callos con brotes (del 20% al 40%) como del índice 
organogénico (de 0,2 a 0,4). 
Figura 17. Efecto del nitrato de plata sobre la respuesta morfogenética de los explantes 
de cotiledón de pepino. 
                     (a) Porcentaje de explantes con brotes 
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                     (b) Índice organogénico 
 
Nota: se cultivaron segmentos de cotiledón enteros de plántulas de 4 días de los cultivares 
'Wisconsin 2843', 'Marketer' y 'Negrito'. El cultivo se realizó en medio IB 05 25 al que se le 
adicionaron las siguientes concentraciones de AgNO3: 0, 0,08, 0,8 y 8 mg/l. La incubación se llevó 
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1.2.1. Crecimiento y formación de callo en explantes de pepino 
Tal y como se ha comentado en el apartado de 'Resultados', a los pocos días de 
incubación lo primero que se observa en los explantes de pepino son unas rondas de 
división celular como consecuencia de la reacción de herida en las zonas de corte del 
explante. A partir de aquí se inicia una fase de crecimiento que va dando lugar a la 
formación de un callo desorganizado. Por lo que respecta al empleo de este término 
(callo 'desorganizado'), conviene hacer una aclaración. 
Hasta hace poco se asumía que el proceso de división celular que da lugar a la formación 
de un callo requiere de una fase previa de des-diferenciación en las células del explante 
que conduce a una reprogramación en términos epigenéticos. En los primeros años del 
cultivo in vitro se llegó a hablar de la formación de un callo 'indiferenciado'. No obstante, 
con el tiempo resultó evidente que este término era incorrecto y en su lugar empezó a 
hablarse de callo 'desorganizado', que es que hemos empleado nosotros en este trabajo.  
De esta forma, las células diferenciadas del explante darían lugar a otras que sin llegar a 
ser de tipo meristemático (i.e. las que conforman el SAM o las yemas axilares) se pueden 
comportar como células equivalentes, lo que permite, primero, una fase de división activa 
y, más adelante, un proceso de diferenciación que da lugar al crecimiento organizado, es 
decir, al desarrollo de yemas adventicias y brotes, en el caso de que la regeneración se 
produzca vía organogénesis.  
Esta percepción tradicional o clásica se ha puesto en cuestión a raíz de la publicación de 
un artículo del grupo de Elliot Meyerowitz (Sugimoto et al 2010). Los autores analizaron el 
inicio del proceso de formación de callo a partir de diversos tipos de explantes (raíces, 
cotiledones y pétalos) de Arabidopsis thaliana. Según ellos, las primeras fases del 
crecimiento son análogas a las que ocurren en el extremo apical de la raíz (RAM), aun 
cuando los explantes procedan de la parte aérea de la planta. El análisis de genes que 
supuestamente se expresan de forma específica en células del periciclo de la raíz les llevó 
a proponer que en los explantes de órganos de la parte aérea hay tipos celulares 
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equivalentes al periciclo de la raíz. Además, observaron que la formación de callos a partir 
de explantes de raíz, cotiledones y pétalos estaba suprimida en mutantes de Arabidopsis 
defectivos en el proceso de emisión de raíces laterales. Sobre la base de estos resultados, 
los autores concluyen que en los órganos de la parte aérea hay células equivalentes al 
periciclo de la raíz y que en la fase inicial del proceso de formación de callo a partir de 
explantes de la parte aérea se activa un programa de desarrollo similar o idéntico al que 
determina la aparición de raíces laterales. Es más, los autores concluyen que la formación 
de un callo no es un simple proceso de reprogramación hacia un estado indiferenciado 
como habitualmente se asume.  
Sus resultados son verdaderamente interesantes pero la conclusión es discutible ya que 
se precisarían datos adicionales para sustentar una afirmación tan rotunda. En cualquier 
caso, nosotros hemos estado utilizando en este trabajo el término crecimiento 
desorganizado (o callo desorganizado) porque no entra en conflicto ni con los resultados 
descritos en la publicación antes mencionada ni con lo que se aprecia morfológicamente 
en las primeras etapas del cultivo de explantes. 
1.2.2. Influencia del cultivar en la respuesta organogénica 
Sin lugar a dudas, el genotipo es uno de los factores más determinantes en la respuesta 
morfogenética, y en particular en la diferenciación de yemas adventicias y brotes a través 
de organogénesis.  
Conviene aclarar que en este apartado utilizamos el término 'genotipo' de forma 
genérica, ya que las diferencias en la respuesta morfogenética no solo afectan a distintas 
especies, sino también a variedades, cultivares o líneas de una misma especie, e incluso 
en el caso de alógamas o especies de reproducción vegetativa, a plantas individuales o 
genotipos concretos de una misma especie.  
Es frecuente catalogar a las especies como de 'alta respuesta morfogenética', 'asequibles 
o de respuesta intermedia', o 'recalcitrantes'. En realidad, el calificativo 'recalcitrante', o 
el uso del término 'recalcitrancia', tiene poco sentido porque, con el transcurso del 
tiempo, especies que antes se consideraron como recalcitrantes han pasado a catalogarse 
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como especies asequibles, o incluso de alta respuesta. Uno de los ejemplos más 
dramáticos en este sentido es el de las  gramíneas.  
Hace algunos años, las gramíneas estaban consideradas como especies recalcitrantes en 
cultivo in vitro, tanto desde el punto de vista de la regeneración como en el campo de la 
transformación genética. Pese a los ímprobos esfuerzos para encontrar unas condiciones 
culturales adecuadas, los resultados no eran satisfactorios porque casi todos los 
investigadores utilizaban los mismos tipos de explantes. Con el tiempo se descubrió que 
en el escutelo de la semilla habían células competentes para la regeneración (Hiei et al., 
1994) y, a partir de ahí, cambió todo. En el caso concreto del arroz, el cambio fue 
dramático porque, tal y como se ha comentado en la 'Introducción', en los últimos años 
se han obtenido varios cientos de miles de líneas T-DNA aprovechando la competencia 
para la regeneración de las células del escutelo. De esta manera, el arroz ha pasado de ser 
una especie recalcitrante a una especie modelo, al menos por lo que se refiere a las 
monocotiledóneas.  
El pepino no está considerada como una especie recalcitrante por lo que se refiere a la 
respuesta morfogenética in vitro; sin embargo, la dificultad para obtener plantas 
transgénicas, debido principalmente a la alta frecuencia de escapes, explica el que 
algunos autores la incluyan en esta categoría.    
Tal y como han observados otros autores (Wehner y Locy, 1981; Kim et al., 1988; 
Malepszy, 1988), en el presente trabajo hemos encontrado notables diferencias en la 
capacidad de regeneración de distintos cultivares comerciales o líneas de pepino. Así, 
considerando la frecuencia de explantes que diferencian yemas y brotes adventicios, los 
segmentos de cotiledón enteros del cultivar 'Negrito' tienen mayor respuesta (hasta el 80 
%) que los de 'Marketer' (60 %) y mucho mayor que los de 'Wisconsin 2843' (30 -35 %).  
No obstante, tal y como se ha comentado en el apartado de 'Resultados' el factor 
genotipo actúa en interacción con el tipo de explante. Así por ejemplo, mientras que los 
segmentos de cotiledón enteros del cultivar Negrito tienen una elevada respuesta 
organogénica, los explantes de hoja tienen una baja respuesta.     
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1.2.3. Respuesta organogénica en explantes de cuatro líneas puras de pepino 
La descripción de las diferencias en la respuesta organogénica de distintos cultivares de 
pepino tiene un interés práctico, ya que permite catalogar los mismos como cultivares de 
alta, media o baja respuesta, lo que a su vez facilita la elección del material más adecuado 
para abordar un programa de aprovechamiento de la variación somaclonal, hibridación 
somática o transformación genética.  
No obstante, desde un punto de vista básico, la mera constatación de las diferencias en la 
capacidad de regeneración, o la simple enumeración de los genotipos de alta, media o 
baja respuesta, tiene poca utilidad. La influencia del factor 'genotipo' indica que debe 
haber un componente genético y, en consecuencia, la capacidad de regeneración se 
puede considerar como cualquier otro carácter, es decir, debe estar influido por el 
genotipo, el ambiente (i.e. el medio de cultivo, recipiente, condiciones de incubación, 
etc.) y la interacción genotipo-ambiente.  
Así pues, lo que sería deseable es estimar la heredabilidad para tener una idea de la 
contribución de la variación genética o aditiva con respecto a la variación fenotípica. A 
partir de ahí, lo ideal sería proceder a la disección genética del carácter para conocer los 
genes principales (i.e. genes mayores en sentido clásico) que determinan la respuesta 
morfogenética.  
Antes de iniciar este proyecto de investigación, uno de los objetivos que nos planteamos 
fue estimar la heredabilidad en sentido amplio (i.e. H2 = VG/VP) de la respuesta 
organogénica en explantes pepino. Para ello solicitamos algunas líneas puras a una 
empresa de semillas (Fitó). Lo que esperábamos era encontrar dos líneas puras extremas, 
una de alta y otra de baja respuesta organogénica. Si lo lográbamos, utilizaríamos estas 
líneas puras como parentales para obtener la F1, la F2 y los retrocruces respectivos (BC1 y 
BC2), lo que permitiría hacer una estima de la heredabilidad y del número de genes 
implicados. 
Evidentemente, la empresa no nos dio ninguna información sobre el origen de las líneas 
puras, lo que resulta perfectamente comprensible porque este es uno de los secretos 
mejor guardados por las compañías de semillas que se dedican a la obtención y 
comercialización de híbridos F1. Lo que sí nos indicó uno de los investigadores de la 
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empresa fue que, en función de la procedencia de estas líneas, cabía esperar importantes 
diferencias entre ellas.  
Por desgracia, no fue así. Los resultados experimentales indicaron que tres líneas puras 
(SF-1, SF-13 y SF-17) eran de muy baja o casi nula respuesta morfogenética. Por 
paradójico que pueda parecer, este resultado era positivo para nosotros, ya que se 
trataba de líneas puras extremas en cuanto a su baja respuesta.  El problema es que la 
otra línea pura (SF-11) tenía una respuesta intermedia y, en consecuencia, no pudimos 
abordar el objetivo inicialmente planteado. 
1.2.4. Efecto del tipo de explante sobre la respuesta morfogenética 
Se han utilizado diversos explantes para conseguir la regeneración de plantas en pepino 
vía organogénesis: cotiledones (Trulson y Shahin, 1986; Kim et al., 1988; Chee, 1990a), 
hojas (Malepszy, 1988; Chee y Tricoli, 1988; Malepszy y Nadolska-Orczyk, 1989; Burza et 
al., 1995; Seo et al., 2000), peciolos (Punja et al., 1990) e hipocótilos (Rajasekaran et al., 
1983; Ziv y Gadasi, 1986; Chee, 1990a; Selvaraj et al., 2006). Teniendo en cuenta los 
resultados obtenidos, algunos autores consideran que los explantes procedentes de 
cotiledón son los más adecuados (Ziv, 1992; Tabei, 1997; Chaturvedi y Bhatnagar, 2001; 
Selvaraj et al., 2007), debido tanto a su fácil accesibilidad como a la aceptable o buena 
respuesta organogénica, al menos por comparación con la que se obtiene con otros tipos 
de explantes.  
Nuestros resultados son acordes con las observaciones de otros autores. En general, 
estimando la respuesta en función del porcentaje de explantes que desarrollan brotes y 
del índice organogénico, se puede concluir que los segmentos de cotiledón ofrecen mejor 
respuesta que los explantes de hoja. 
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1.2.5. Preparación del explante de cotiledón y localización de las células competentes 
para la regeneración 
En los experimentos que hemos llevado a cabo empleando explantes de cotiledón, el tipo 
de corte influye en la respuesta organogénica. En nuestras condiciones, lo que hemos 
denominado como segmentos de cotiledón enteros responden mejor que los explantes 
de cotiledón cortados transversalmente. En realidad, este resultado cabe atribuirlo 
principalmente a que la organogénesis se inicia en la zona de corte del cotiledón más 
próxima al ápice meristemático. Como consecuencia, cuando se cortan los explantes 
transversalmente aparecen dos segmentos con distinta respuesta: el segmento proximal 
(es decir, el más cercano al ápice) suele diferenciar yemas y primordios de brotes, 
mientras que el distal (i.e. el más alejado del ápice) normalmente no lo hace. Por este 
motivo, cuando se estima la organogénesis en función del porcentaje de explantes con 
yemas y brotes, la respuesta de los explantes cortados transversalmente es menor. 
En otros trabajos efectuados con explantes de cotiledón se han descrito resultados 
diferentes. Así, Ali et al. (1991) observaron una mayor respuesta en explantes de 
cotiledón de pepino cortados transversalmente que en cotiledones enteros. Teniendo en 
cuenta que estos autores emplearon un cultivar muy distinto a los utilizados en nuestro 
trabajo, los resultados discrepantes podrían explicarse por un efecto de interacción entre 
el genotipo y el tipo de corte del explante.  
En otros trabajos efectuados en nuestro laboratorio con explantes de cotiledón de melón 
y sandía se han obtenido también resultados diferentes a los descritos en esta Tesis. Así, 
Ellul (2002) observó que el tipo de corte efectuado a la hora de obtener los explantes de 
cotiledón de sandía repercute sobre diversos aspectos de la respuesta cultural y 
morfogenética. Con relación al crecimiento celular y la formación de yemas adventicias, 
los mejores resultados los obtuvo empleando cotiledones cortados transversalmente, en 
comparación con lo que ocurría cuando utilizaba cotiledones enteros (i.e. separados de la 
planta por un simple corte en el extremo más próximo al meristemo apical). En concreto, 
cuando utilizaba explantes de 3 días, el corte transversal del cotiledón producía un 
aumento del porcentaje de explantes con brotes y, sobre todo, del número de brotes por 
explante.   
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En su trabajo con melón, García-Sogo (1990) observó básicamente lo mismo, aunque en 
su caso la respuesta organogénica era mayor en términos cuantitativos a la observada por 
Ellul (2002) en sandía.  
La relación entre el mayor daño mecánico que se realiza al cortar transversalmente los 
explantes de cotiledón y el incremento de la respuesta organogénica podría explicar este 
efecto positivo, lo que apoyaría la idea de que una mayor reacción de herida puede 
estimular o incrementar la respuesta organogénica. 
Por otro lado, la respuesta organogénica de los explantes de cotiledón de las tres especies 
(pepino, melón y sandía) se localiza en una zona concreta, aunque conviene matizar esta 
afirmación. En pepino, Gambley y Dodd (1990) y Pérez-Sanjuan (1999) destacan la 
ausencia absoluta de organogénesis en las mitades distales de los segmentos de 
cotiledón, es decir en los explantes más alejados del ápice de la planta. En melón (García-
Sogo, 1990) y sandía Ellul, 2002), la aptitud para la regeneración de la parte distal de un 
cotiledón cortado transversalmente no es nula, pero la predominancia de la 
organogénesis en la parte proximal es evidente y apoya la idea de una competencia 
diferente en las células de un mismo órgano.  
La aparición de respuesta organogénica de forma preferente en esa zona podría deberse 
a un cierto balance de hormonas endógenas Ellul (2002). No obstante, un patrón de 
regeneración tan preciso podría indicar también una competencia restringida a ciertas 
células con una localización histológica concreta. De hecho, se ha descrito la presencia de 
células totipotentes en el nudo cotiledonario (i.e. en la parte basal del cotiledón) no solo 
en estas tres cucurbitáceas (melón, pepino y sandía), sino también en soja (Cheng et al., 
1980; Hinchee et al., 1988) y guisante (Puonti-Kaerlas, 1991). 
1.2.6. Efecto de los reguladores del crecimiento 
En el caso del pepino, la organogénesis se puede conseguir por vía directa, casi directa o 
indirecta. En el primer caso, lo habitual es emplear el ápice meristemático o las yemas 
axilares como explantes y generalmente basta con utilizar un medio básico o, en todo 
caso, un medio con baja concentración de citoquinina. En cambio, para promover una 
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respuesta de tipo casi directo o indirecto hay que añadir reguladores del crecimiento 
(generalmente auxinas y citoquininas) al medio de cultivo.  
Cuando se aborda la obtención de plantas transgénicas mediante co-cultivo de explantes 
primarios con Agrobacterium, conviene utilizar un proceso de regeneración de tipo casi 
directo, ya que de esta forma se minimiza la tasa de variación somaclonal. Aun así, y pese 
al riesgo de inducir un cierto grado de variación, algunos autores optan por un proceso de 
regeneración por vía indirecta. Debido a ello, los comentarios que haremos a 
continuación sobre el tema de los reguladores del crecimiento aluden a los efectos que se 
han descrito sobre la formación de callo o la respuesta morfogenética y no a las 
consecuencias que ello pueda tener sobre la tasa de variación somaclonal.        
Se han utilizado distintos tipos y combinaciones de reguladores del crecimiento para 
promover la formación callo e inducir respuesta organogénica en explantes de pepino. 
Por lo que se refiere a la primera etapa, es decir, la formación de callo, Selvaraj et al. 
(2007) observaron una elevada proliferación celular en las zonas de corte de la mitad 
proximal de explantes de cotiledón en medio con una combinación de NAA y 6-BA. 
Handley y Chambliss (1979) indicaron que una combinación de NAA y Kinetina en el 
medio MS activaba la formación de un callo nodular compacto y observaron que la tasa 
de proliferación dependía del cultivar empleado.    
Si la combinación de reguladores es adecuada, lo habitual es que, tras la formación de 
callo, se produzca la diferenciación de yemas adventicias. Así, Selvaraj et al. (2007) 
describieron la formación de callo organogénico en explantes de cotiledón del cultivar 
'Poinset' en un medio con NAA y 6-BA. De forma similar, Punja et al. (1990) y Seo et al. 
(2000) observaron la  formación de callo nodular y el desarrollo de yemas adventicias a 
partir de explantes de peciolo y hojas en medio con una combinación de NAA y 6-BA. 
En nuestro trabajo con explantes de tres cultivares de pepino ('Wisconsin 2843', 
'Marketer' y 'Negrito') hemos obtenido buenos resultados empleando una combinación 
de IAA (0,5 mg/l) y 6-BA (1 o 2,5 mg/l). La adición de auxina es ventajosa, o no, según el 
objetivo que se pretenda. En general, la presencia de una baja concentración de auxina 
determina un mayor crecimiento inicial y en ocasiones conduce a un índice organogénico 
algo mayor. Desde el punto de vista del aprovechamiento de la variación somaclonal esto 
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puede ser ventajoso ya que la mayor intensidad del crecimiento desorganizado en las 
primeras etapas puede aumentar la tasa de variación. En experimentos de 
transformación genética la mayor intensidad de división celular en las células del explante 
puede ser positiva pero, en cambio, el aumento de la tasa de variación es un factor 
negativo. 
Por otro lado, los medios de cultivo que hemos empleado en este trabajo estaban 
diseñados para conseguir un proceso de regeneración vía organogénesis. A pesar de ello, 
en los callos del cultivar 'Negrito', observamos la presencia de zonas muy friables con una 
apariencia semejante a lo que suele denominarse como callo semejante a gel (gel like 
callus). En el caso del pepino, este es el tipo de callo que interesa cuando lo que se 
pretende es lograr un proceso de embriogénesis somática.         
Para inducir respuesta embriogénica en explantes pepino se suele emplear una secuencia 
de dos medios. En el primero, lo habitual es añadir 2,4-D, 2,4,5-T o NAA en combinación 
con una citoquinina, mientras que en el segundo se elimina la auxina o se reduce la 
concentración. Así por ejemplo, Malepszy y Nadolska-Orczyk (1983) incubaron explantes 
de hoja de tres cultivares de pepino en un medio que contenía 1,2 mg/l de 2,4,5-T y 0,8 
mg/l de 6-BA o, alternativamente, en un medio con 0,4 mg/l de 2,4-D y 0,8 mg/l de 6-BA. 
En el medio con 2,4,5-T obtuvieron el típico callo semejante a gel compuesto de 
agregados multicelulares de tipo proembriogénico. Tras el subcultivo de estos callos 
proembriogénicos a medios sin auxina o con reducida concentración de auxina llegaron a 
obtener hasta 220 embriones a partir de un explante de hoja. 
No es frecuente utilizar el 2,4-D o 2,4,5-T para inducir respuesta organogénica. A pesar de 
ello, Selvaraj et al. (2006) describieron la formación de callo nodular con yemas 
adventicias en explantes de hipocótilo del cultivar 'Poinset' incubados en un medio con 
2,4-D y 6-BA.   
Tal y como se  ha  comentado antes, la inducción de respuesta organogénica está casi 
restringida a la zona del cotiledón más próxima al ápice meristemático. En este sentido, 
Selvaraj et al. (2007) observaron que los segmentos distales del cotiledón (es decir los 
más alejados del ápice) no dieron lugar a respuesta organogénica y ni siquiera fueron 
capaces de dar un callo profuso. De forma similar, Gambley y Dodd (1990) indicaron que 
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la activación de células totipotentes inducida por citoquinina estaba restringida a la mitad 
proximal de los cotiledones de pepino.  
El desarrollo o la elongación de brotes se puede conseguir en medios con distintas 
combinaciones de reguladores. Por ejemplo, Wehner y Locy (1981) consiguieron el 
desarrollo de brotes a partir de explantes de cotiledón en un medio con NAA y 6-BA.  Seo 
et al. (2000) obtuvieron también una respuesta aceptable con explantes de hoja 
cultivados en medio con NAA y 6-BA. Nishibayashi et al. (1996b) y Raharjo et al. (1996) 
describieron la regeneración de brotes a partir de explantes de hipocótilo en medios  con 
combinaciones de NAA/6-BA, IAA/Kinetina o 2,4-D/6-BA. 
Selvaraj et al. (2007) optaron por emplear la zeatina. En concreto, utilizaron un medio MS 
que contenía NAA, 6-BA y zeatina, junto con L-glutamina. De esta forma, observaron que, 
sobre la superficie del callo, se producía  el desarrollo de protuberancias nodulares a 
partir de las que emergían un gran número de brotes adventicios.     
La zeatina es una  potente  citoquinina que se ha utilizado con éxito en cultivo in vitro de 
especies muy diversas. Por lo que respecta al pepino, Punja et al. (1990) y Selvaraj et al. 
(2006) describieron la formación de brotes en medio con zeatina. En el trabajo de Selvaraj 
et al. (2006) se obtuvieron los mejores resultados empleando una combinación de NAA/6-
BA/Zeatina. No obstante, Selvaraj et al. (2007) resaltaron que la zeatina solo dio buen 
resultado cuando se utilizaba a baja concentración. En su caso, el uso de concentraciones 
similares a las que son habituales con otras citoquininas (e.g. 6-BA o Kinetina) ocasionaba 
una reducción de la respuesta organogénica. 
Punja et al. (1990) describieron una gama de frecuencias de regeneración a partir de 
explantes de peciolo (14–96%), hoja (0–75%) y cotiledón (0–38%) de diversas líneas puras 
de pepino en medios con combinaciones de 2,4-D/6-BA, NAA/Kinetina o NAA/Zeatina. Lo 
sorprendente es que, en su caso, los explantes de cotiledón dieron la menor respuesta 
organogénica.  
Por lo que respecta  al número de subcultivos en el medio de inducción de organogénesis 
se han propuesto diversas soluciones. Malepszy y Nadolska-Orczyk (1983), Trulson y 
Shahin (1986) y Bergervoet et al. (1989) recomendaron repetidos subcultivos en el medio 
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de inducción para conseguir una alta frecuencia de regeneración de brotes en pepino. En 
cambio, Punja et al. (1990) y Selvaraj et al. (2006) sugirieron uno y dos subcultivos, 
respectivamente. En un trabajo posterior, Selvaraj et al. (2007) propusieron dos 
subcultivos de 20 días cada uno en la primera etapa de formación de callo y otros dos 
subcultivos por el mismo periodo durante la etapa de desarrollo de yemas y brotes. 
Nuestros resultados son similares a los de Punja et al. (1990), ya que hemos comprobado 
que basta con un periodo de 21 días en el medio de inducción de organogénesis para 
conseguir una buena respuesta, sobre todo a partir de explantes de cotiledón. 
En cultivo de explantes primarios de pepino, lo habitual es que en el medio de inducción 
se originen estructuras organogénicas que no pueden calificarse como brotes, ya que 
tienen un desarrollo reducido y no pueden individualizarse con facilidad. Lo habitual es 
subcultivar estas estructuras organogénicas a un medio de elongación. Selvaraj et al. 
(2006;  2007) optaron por añadir una baja concentración de ácido giberélico (GA3) en el 
medio de elongación. Nosotros hemos comprobado que no hace falta suplementar el 
medio de cultivo con giberelina, ya que el desarrollo y elongación de los brotes se puede 
conseguir de manera rápida y eficaz en un medio con baja concentración de auxina y 
citoquinina (e.g. 0,01 mg/l de NAA y 0,1 mg/l de 6-BA) o sin auxina y con baja 
concentración de citoquinina (e.g. 0,2 mg/l de quinetina).     
Tras la elongación, el enraizamiento de los brotes se puede conseguir en un medio base o, 
en todo caso, en un medio con una baja concentración de auxina. Al igual que hemos 
hecho nosotros, la mayor parte de autores opta por emplear IAA o IBA a baja 
concentración (e.g. 0,1 a 0,5 mg/l). No obstante, Compton et al. (2001) y Selvaraj et al. 
(2002) utilizaron NAA. Desde nuestro punto de vista, no es lo más adecuado ya que el 
NAA promueve el desarrollo de un sistema radicular anómalo, incluso cuando se utiliza a 
baja concentración. Cuando se utiliza NAA, los brotes enraízan pero la fase de 
aclimatación se alarga excesivamente porque las plantas requieren un tiempo adicional 
para desarrollar un nuevo sistema radicular. Por esta razón, en el caso del pepino, 
nosotros pensamos que lo mejor es utilizar IAA o 6-IBA en el medio de enraizamiento, o 
simplemente un medio base sin auxina. 
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1.2.7. Efecto del sulfato de cobre 
El cobre se considera como un micronutriente y por tanto se suministra en los medios de 
cultivo de las células vegetales a concentraciones muy bajas. Así por  ejemplo, en la 
solución mineral más utilizada, la de Murashige y Skoog (1962), el cobre se suministra en 
forma de sulfato de cobre a una concentración de 0,025 mg/l.  
A pesar de ello, al realizar un estudio sobre el efecto de distintas concentraciones de los 
elementos minerales que aparecen en forma de micronutrientes en la solución de 
Murashige y Skoog (1962), García-Sogo (1990) comprobó que la adición de 
concentraciones inusualmente elevadas de sulfato de cobre (desde 0,1 hasta 10 mg/l) al 
medio de cultivo producía un incremento de la respuesta organogénica estimada en 
función de la frecuencia de explantes de cotiledón que desarrollan yemas adventicias y 
brotes, y sobre todo del índice organogénico, un parámetro que estima la cantidad de 
estructuras organizadas. Lo sorprendente es que el efecto positivo del cobre se producía 
a concentraciones muy elevadas, entre 4 y 400 veces superiores a la concentración de la 
solución mineral de Murashige y Skoog (1962).      
Ellul (2002) observó también que la adición de altas concentraciones de sulfato de cobre 
(desde 0,1 hasta 1 mg/l) promovía un aumento de la respuesta organogénica en 
segmentos de cotiledón de sandía. Aun así, el efecto positivo no era tan acentuado como 
el descrito en melón. Además, en el caso de la sandía, el empleo de elevadas 
concentraciones de sulfato de cobre (5 a 50  mg/l) tenía un efecto negativo.  
Los resultados que hemos obtenido en cultivo de explantes de cotiledón de pepino 
indican que la adición de concentraciones moderadas (desde 0,2 hasta 5 mg/l) de sulfato 
de cobre provoca un ligero aumento tanto de la frecuencia de explantes con brotes como 
del índice organogénico. El efecto beneficioso no es tan espectacular en términos 
cuantitativos como el descrito en melón (García-Sogo, 1990), pero lo que sí resulta 
notable es la mayor calidad de la respuesta organogénica.  
El efecto del cobre no es exclusivo de las cucurbitáceas, ya que también se han descrito 
efectos positivos en algunas gramíneas como triticale y trigo hexaploide (Purnhauser, 
1991; Purnhauser y Gyulai, 1993), cebada (Dahleen, 1995; Castillo et al., 1998), e incluso 
Resultados y discusión    156 
 
 
en cultivo de anteras de trigo hexaploide (Purnhauser y Gyulai, 1993) y trigo tetraploide 
(Ghaemi et al., 1994). 
No se sabe todavía en qué se basa el efecto positivo del cobre sobre la respuesta 
organogénica pero se pueden plantear algunas hipótesis. Por ejemplo, Purnhauser y 
Gyulai (1993) atribuyen el efecto al hecho de que el ion Cu+2 es un componente o cofactor 
de varias enzimas importantes implicadas en el transporte de electrones, la biosíntesis de 
carbohidratos o el metabolismo de los polifenoles.  
La participación del ion cobre en la composición de enzimas que intervienen en los 
procesos de detoxificación de ROS podría ser relevante en este contexto. Las evidencias 
indirectas que apoyan esta hipótesis se basan en estudios in vivo. Se ha comprobado que 
ciertas enzimas en las que el ion cobre actúa como cofactor incrementan su actividad en 
respuesta a una dosis adicional de cobre (e.g. diamino oxidasa: Walker y Loneragan, 1981; 
ascorbato oxidasa: Loneragan et al., 1982; polifenol-oxidasa: Lyszcz et al., 1976; Walker y 
Loneragan, 1981). Asumiendo que in vitro  ocurra lo mismo, el incremento de la actividad 
de estas enzimas podría mejorar la respuesta de forma directa (suponiendo que, de una u 
otra forma, estuvieran implicadas en la organogénesis), o indirecta, limitando la 
acumulación de  polifenoles o el nivel de estrés generado por el propio cultivo in vitro.  
Teniendo en cuenta que el cobre actúa sobre el número y el desarrollo de las estructuras 
organizadas (yemas adventicias y brotes), podría actuar directa o indirectamente sobre la  
expresión de genes implicados en el crecimiento de callo y la respuesta morfogenética. En 
este sentido conviene resaltar que aunque el cobre tiene un efecto positivo en melón, 
pepino y sandía (principalmente en melón) la intensidad del efecto depende del genotipo 
(variedad, cultivar o línea). Además, la adición de altas concentraciones de cobre provoca 
un cambio en la proporción del crecimiento desorganizado respecto al organizado, es 
decir, limita la formación de callo y, en cambio, provoca una amplificación de la respuesta 
organogénica. Esto sugiere que el cobre podría modular la expresión de genes 
relacionados con el crecimiento de callo y la respuesta organogénica.      
Alternativamente, el cobre podría alterar el nivel endógeno o la actividad de reguladores 
del crecimiento endógenos. De hecho, el efecto que provoca la adición de sulfato de 
cobre mimetiza el efecto que producen ciertas citoquininas. En todo caso, conviene 
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señalar que el cobre no tiene el mismo efecto en todos los explantes. Por lo que se refiere 
al melón, pepino y sandía, el cobre tiene un efecto muy positivo en explantes de 
cotiledón pero no ocurre lo mismo con explantes de hipocótilo, lo que  sugiere que el 
efecto depende del estado epigenético de las células o de los niveles de hormonas 
endógenas.  
1.2.8. Efecto de las condiciones de incubación 
Algunos autores (Chee, 1990a; Punja et al., 1990; Raharjo y Punja, 1992) aducen que el 
cultivo de los explantes de cotiledón en oscuridad es conveniente (e incluso opinan que 
es esencial) para la inducción de respuesta organogénica en pepino. Según estos autores, 
los mejores resultados se obtienen cuando se cultivan los explantes durante 2-3 semanas 
en condiciones de oscuridad y, a partir de ahí, se transfieren al mismo medio en 
condiciones de fotoperiodo (normalmente, 16 horas luz / 8 horas oscuridad)  
Otros autores discrepan de lo anterior. Por ejemplo, Selvaraj et al. (2007) estudiaron el 
efecto del cultivo de los explantes en oscuridad durante 2-3 semanas y llegaron a la 
conclusión de que los resultados eran negativos. Puede que la discrepancia se deba a los 
diferentes cultivares empleados por unos y otros, o quizá también a los diferentes medios 
de cultivo. 
Nosotros hicimos algunos ensayos en este sentido. En concreto, comparamos la 
respuesta de explantes incubados durante 4 semanas en condiciones de fotoperiodo (16 
horas luz / 8 horas oscuridad) con respecto a los incubados durante un cierto tiempo en 
oscuridad (1 semana en oscuridad y tres con fotoperiodo, o dos semanas en oscuridad y 2 
con fotoperiodo). Los resultados no dejaron lugar a dudas: el cultivo en oscuridad 
disminuye notablemente la respuesta morfogenética. En definitiva, pese a que el medio 
de cultivo y los cultivares que nosotros empleamos eran diferentes a los utilizados por 
Selvaraj et al. (2007), nuestros resultados fueron coincidentes. 
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1.2.9. Influencia de la edad de la planta a partir de la que se obtienen los explantes 
Al igual que ocurre en otras muchas especies, en las cucurbitáceas el estado ontogénico 
de la planta que se emplea para la obtención de los explantes primarios es un factor de 
gran importancia. En el caso particular de que se utilicen segmentos de cotiledón de 
plántulas procedentes de semilla, la edad del material de partida puede ser aún más 
determinante, ya que la ventana del desarrollo que permite la inducción de 
organogénesis es más estrecha que si se utilizan otros tipos de explantes (e.g. segmentos 
de hoja de plantas axénicas).  
Dong y Jia (1991) evaluaron la respuesta organogénica en explantes de cotiledón de un 
cultivar de sandía y observaron que los mejores resultados se lograban con plántulas de 5 
días. En cambio, cuando utilizaban plántulas en estados ontogénicos más tardíos (10, 15 y 
20 días) la frecuencia de explantes con respuesta disminuía notablemente. En un trabajo 
con otros tres cultivares de sandía, Compton y Gray (1993) obtuvieron resultados 
similares. Estos autores señalaron que, además de una disminución en la frecuencia de 
explantes con respuesta morfogenética, el número de brotes por explante se reducía de 
forma drástica al utilizar plántulas con edades superiores a los 5 días.  
Ellul (2002) obtuvo resultados aún más extremos en un estudio con tres cultivares de 
sandía. Consiguió una respuesta organogénica satisfactoria con segmentos de cotiledón 
de plántulas de 3 días (35% en 'Sugar Baby', 20% en 'Crimson Sweet' y 50% en 'Dulce 
Maravilla'), pero la frecuencia de explantes con respuesta y el número de brotes por 
explante caía de forma drástica al emplear explantes de plántulas de 5, 7, 9 y 11 días.  
Los resultados obtenidos por García-Sogo (1990) indican que en el caso del melón la 
ventana del desarrollo es un poco más amplia, ya que se puede conseguir una respuesta 
satisfactoria con segmentos de cotiledón de plántulas de 3 a 6 días. No obstante, al igual 
que ocurre en sandía, la frecuencia de explantes con yemas adventicias y el número de 
brotes por explante se reduce de forma drástica al utilizar plántulas mayor edad. Los 
resultados de Niedz et al. (1989) concuerdan con los descritos por García-Sogo (1990) ya 
que obtuvieron la mejor respuesta morfogenética al emplear segmentos de cotiledón de 
plántulas de 4 a 7 días. 
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En pepino, Cade et al. (1990) y Colijn-Hooymans et al. (1994) llegaron a la conclusión de 
que el factor más importante para la regeneración de brotes a partir de segmentos de 
cotiledón es, precisamente, la edad de la plántula donante. Los dos grupos aconsejan el 
uso de plántulas 4 a 6 días, aunque resaltan la existencia de una cierta variabilidad en la 
respuesta dependiendo del cultivar.  
En un trabajo con seis líneas de  pepino, Pérez-Sanjuan (1999) obtuvo los mejores 
resultados empleando segmentos de cotiledón de plántulas de 3 días, mientras que 
Selvaraj et al. (2007) consiguieron una elevada respuesta utilizando explantes de 
plántulas de 5 días.  
Por lo que se refiere a la regeneración a partir de explantes de cotiledón, los resultados 
anteriores revelan que en las tres cucurbitáceas (pepino, melón y sandía) hay una 
ventana del desarrollo que permite encontrar células competentes para la morfogénesis 
en plántulas relativamente jóvenes. Por lo que parece, la ventana del desarrollo se abre 
tras el proceso de la germinación y se cierra tras la expansión de los cotiledones. De esta 
forma, a partir del momento en el que se inicia la expansión de los cotiledones, hay una 
disminución drástica de la respuesta morfogenética en la mayor parte de los genotipos.    
1.2.10.  Efecto del nitrato de plata sobre la respuesta morfogenética 
El etileno (C2H4) es una hormona producida y liberada en forma gaseosa por casi todas las 
plantas. Actúa como intermediario de diferentes respuestas de la planta frente a distintos 
estímulos ambientales o condiciones de estrés y parece jugar un importante papel en 
distintas fases del desarrollo ontogénico, tales como la germinación de semillas, la 
formación del primordio del ápice o de la raíz, y diversos procesos de diferenciación 
celular (Abeles et al., 1992). 
En algunas especies, el etileno determina el tipo de  flores que aparecen en la planta. Así, 
en algunas especies monoicas o andromonoicas el tratamiento con un inhibidor de la 
biosíntesis de etileno (amino-etoxi-vinil-glicina o AVG) induce el desarrollo de flores 
masculinas. De forma similar, la aplicación con espray de nitrato de plata, un inhibidor de 
la acción del etileno, induce la formación de flores masculinas y, en algunos genotipos, 
también hermafroditas. Este conocimiento permitió el desarrollo de un método sencillo 
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pero muy efectivo para inducir o promover el desarrollo de flores masculinas en líneas 
ginoicas de pepino sobre la base del tratamiento con una solución de nitrato de plata en 
una fase concreta del desarrollo de la planta (Den Nijs y Visser, 1979). Este método ha 
tenido una importante repercusión en los programas de mejora del pepino.   
En cultivo in vitro, los explantes o callos de ciertas especies pueden liberar etileno, lo que 
provoca su acumulación en recipientes con un intercambio gaseoso limitado (Chi et al., 
1991). La acumulación de etileno suele ocasionar una inhibición de la regeneración de 
brotes (Chraibi et al., 1991) o una alteración de procesos de crecimiento y desarrollo del 
material vegetal (Pua, 1993).  
Por lo que se refiere a especies de la familia Brassicaceae, algunos autores (Curtis et al., 
2004) han propuesto que el etileno podría actuar como un regulador negativo de la 
regeneración de brotes, mientras que otros (Chi y Pua 1989; Bhalla y Smith 1998; Zhang 
et al., 2000) opinan que podría ser la causa de la recalcitrancia en ciertos genotipos de col 
china y coliflor.     
Se ha descrito que la adición de nitrato de plata al medio de cultivo permitió superar el 
problema de la recalcitrancia en Brassica campestris (Chi y Pua 1989; Chi et al., 1991). De 
forma similar, la adición de este inhibidor de la síntesis de etileno condujo a un aumento 
de la respuesta morfogenética en algunas especies del género Brassica (Palmer, 1992; 
Eapen y George 1997; Hu et al., 1999), así como en ají (Hyde y Phillips, 1996), yuca (Zhang 
et al., 2001b), rábano (Curtis et al., 2004), girasol (Chraibi et al., 1991), melón (Roustan et 
al., 1992) y en una gramínea silvestre (Bouteloua dactyloides) que medra en las grandes 
praderas de Norteamérica (Fei et al., 2000).  
La adición de nitrato de plata fue también positiva para el desarrollo de embriones 
somáticos de café (Fuentes et al., 2000), así como en cultivo de anteras de repollo (Achar, 
2002). Se han descrito también efectos beneficiosos en algunas monocotiledóneas (e.g. 
arroz, maíz), en concreto para mejorar la iniciación de callos embriogénicos y la 
subsiguiente regeneración de plantas (Adkins et al., 1993; Vain et al., 1989). 
Por lo que se refiere al pepino, Mohiuddin et al. (1997) indicaron que la adición de nitrato 
de plata favorecía la respuesta organogénica de explantes de cotiledón. Años más tarde 
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(Mohiuddin et al., 2005) publicaron los resultados de otro estudio en el que evaluaron el 
efecto de distintas concentraciones de nitrato de plata (1, 10, 30, 50, 100 μM) sobre la 
organogénesis en explantes de cotiledón (proximal y distal) de dos cultivares de baja 
respuesta ('Spring Swallow' y 'Tasty Green'). La novedad de este estudio con respecto al 
anterior consistió en añadir el inhibidor de la síntesis de etileno tanto en el medio de 
regeneración como en el medio de germinación de semillas. Según los autores, la adición 
de 1, 10, 30 y 50 μM (es decir, desde 0,17 a 8,45 mg/l) a los dos medios de cultivo 
condujo a un aumento de la respuesta organogénica en los explantes de cotiledón más 
próximos al ápice. En cambio, no apreciaron ningún efecto positivo en los explantes de 
tipo distal (i.e. la parte del cotiledón más alejada del ápice de la planta). Por otro lado, la 
adición de 100 μM de nitrato de plata (aproximadamente, 17 mg/l) afectó negativamente 
a la capacidad de regeneración.  
Estos resultados son similares a los descritos por Roustan et al. (1992) en melón. Al  igual 
que ocurre en pepino, las concentraciones moderadas de nitrato de plata mejoraban la 
respuesta organogénica en los explantes de melón, mientras que una concentración 
excesiva (80 μM) tenía efectos negativos.  
1.2.11.  Endorreduplicación en los explantes de cotiledón y nivel de ploidía de las 
plantas regeneradas 
Desde hace tiempo se sabe que las plantas tienen una estructura polisomática, es decir, 
mientras que las células de la línea germinal mantienen el nivel de ploidía característico 
de la especie, las células somáticas que conforman los tejidos u órganos de la planta 
pueden tener distintos niveles de ploidía o, expresado de forma más correcta, distintos 
contenidos del valor C. Por tanto, frente a lo que antes se asumía, los tejidos u órganos de 
una planta son habitualmente mixoploides.  
El aumento de dosis génica se puede producir a través de un proceso de amplificación 
génica (restringido a grupos de genes o fragmentos cromosómicos concretos), pero 
habitualmente se lleva a cabo mediante endopoliploidía, lo que determina la duplicación 
del complemento cromosómico. A su vez, la endopoliploidía puede lograrse mediante 
endomitosis o endorreduplicación (D'Amato, 1984; Joubès y Chevalier, 2000). En el 
primer caso, la duplicación se produce por la formación de un núcleo de restitución tras 
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una alteración (en este caso, genéticamente programada) de la anafase media o tardía. 
En cambio, la endorreduplicación implica que, tras la fase S (en la que se produce la 
replicación del material genético) y la fase G2, no se pasa como es habitual a la fase M 
(mitosis), sino a la fase G1. De esta manera, se produce una duplicación cromosómica en 
ausencia de mitosis.  
Por lo que se refiere a la arquitectura cromosómica de los núcleos de restitución, las 
consecuencias de ambos procesos serían las mismas en cuanto al número de cromátidas, 
pero distintas en cuanto al número de centrómeros y secuencias pericentroméricas. Tras 
la endomitosis cada cromosoma debería tener su centrómero, mientras que tras un 
proceso endorreduplicación dos o más cromátidas compartirían un centrómero, así como 
las secuencias adyacentes. Como consecuencia, el número de cromosomas se mantiene, 
mientras que el número de cromáticas aumenta. Por otro lado, los dos procesos de 
endopoliploidía no se distribuyen por igual en animales y plantas (Traas et al., 1998), ya 
que generalmente se asume que la endomitosis, frecuente en células animales, 
raramente ocurre en angiospermas (D'Amato, 1984). Así pues, la endorreduplicación sería 
el mecanismo primario de endopoliploidía en las plantas superiores.  
Se han propuesto diversas hipótesis en cuanto al significado biológico de los procesos de 
endorreduplicación en plantas (D'Amato, 1984; Traas et al., 1998; Joubès y Chevalier, 
2000); Larkins  et al., 2001; Barow, 2006). El nivel de ploidía de las células de un órgano 
determinado suele estar relacionado con el tamaño de dicho órgano, por lo que parece 
lógico pensar que la tasa de endorreduplicación debe tener un papel primordial en este 
sentido. Es lo que ocurre por ejemplo en el pericarpio del fruto de tomate, donde se 
llegan a detectar núcleos con un contenido de ADN equivalente a 256C, o incluso más 
(Bertin, 2005; Cheniclet et  al., 2005; Mathieu-Rivet et al., 2010). Aunque tanto éste como 
otros casos sugieren una relación entre tasa de endorreduplicación y tamaño final de un 
tejido u órgano, conviene resaltar que hay evidencias en sentido contrario o, al menos, 
resultados en los que esta relación no está tan clara.  
Es frecuente encontrar elevados valores del valor medio C en células de tejidos u órganos 
con una elevada actividad biosintética. Parecía lógico pensar que la endorreduplicación 
suministraría la base para la amplificación y subsiguiente incremento de expresión de 
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genes relacionados con estos procesos biosintéticos. En ocasiones, parece que así ocurre, 
pero también hay evidencias en sentido contrario. Así por ejemplo, las células del 
endospermo de maíz experimentan sucesivos ciclos de endorreduplicación hasta que 
algunos núcleos alcanzan contenidos de 96C y 192C. La amplificación génica se inicia 10 
días después de la polinización, lo que coincide con el inicio de la acumulación de almidón 
y proteínas de almacenamiento. La coincidencia llevó a asumir que el proceso de 
endorreduplicación proporcionaría la base para  el aumento de tamaño celular y el 
incremento en los niveles de expresión de genes relacionados con la acumulación de 
almidón y proteínas. Para analizar esta asociación, Leiva-Neto et al. (2004) expresaron un 
alelo mutante de una kinasa-A dependiente de ciclina que confiere un fenotipo 
dominante negativo en la línea mutante de maíz. Como esperaban, la expresión ectópica 
del enzima defectivo disminuía la actividad kinasa y reducía a la mitad el valor medio C en 
los núcleos de las células del endospermo, pero, sorprendentemente, ello no afectó al 
tamaño celular y solo provocó una ligera disminución de la acumulación de almidón y 
proteínas de almacenamiento en las células del endospermo.           
Otra hipótesis es que la endorreduplicación podría tener un efecto tampón sobre la 
acumulación de daños o de mutaciones en el ADN al suministrar copias adicionales de 
genes relevantes. Pese a que la hipótesis es muy sugerente, de momento hay pocas 
evidencias experimentales que apoyen este tipo de argumentación. 
La endorreduplicación suele estar asociada a procesos de diferenciación celular. La 
cuestión que surge en este sentido es si la endorreduplicación es causa o efecto de tales 
procesos de diferenciación. Al respecto, convendría resaltar que el incremento de dosis 
génica a través de endorreduplicación no tiene por qué conducir a mayores niveles de 
expresión. De hecho, las evidencias en el campo de la transformación genética revelan 
que en muchos casos el aumento del número de copias no conduce a un aumento, sino a 
la reducción de expresión o anulación de función del gen, principalmente debido a la 
activación de mecanismos de silenciamiento génico postranscripcional. Teniendo esto en 
cuenta, es muy posible que la endorreduplicación sea un mecanismo de modulación de 
expresión génica mucho más sutil de lo que inicialmente se había pensado.  
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Con independencia de su significado biológico la endorreduplicación tiene una 
connotación de tipo práctico, ya que la presencia de células con mayor contenido de ADN 
en el explante de partida puede conducir a la regeneración de plantas poliploides. Así 
ocurre cuando se regeneran plantas a partir de segmentos de cotiledón de pepino.  
En el experimento en el que se analizó la influencia de la edad de la plántula utilizada 
como fuente de explantes primarios (4, 7 y 10 días tras la germinación), descartamos el 
uso de plantas con cotiledones expandidos porque los experimentos previos en melón 
(García-Sogo, 1990), pepino (Pérez-Sanjuan, 1999) y sandía Ellul, 2002) habían indicado 
que, tras la separación y expansión de los cotiledones aumenta considerablemente el 
valor medio C. A pesar de ello, incluso en cotiledones de plántulas de 4 días hay una 
cantidad considerable de núcleos 4 C y  8C.  
Tal y como se comentó en el apartado de 'Resultados', conviene aclarar que el número de 
núcleos 2C, 4C y 8C no equivale al número de células diploides, tetraploides y 
octoploides, ya que, por ejemplo, una parte de los núcleos 4C se corresponde con células 
tetraploides en fase G1, pero la otra parte se corresponde con células diploides que 
acaban de culminar la fase S o que están en la fase G2 del ciclo celular. El porcentaje de 
núcleos 2C, 4C y 8C da una idea de la distribución de células diploides, tetraploides y 
octoploides, pero las frecuencias no son exactamente las mismas. 
Teniendo en cuenta lo anteriormente indicado, los análisis por citometría de flujo 
indicaron que, incluso en plantas de 4 días, solo la mitad de las células del explante inicial 
(probablemente menos) son diploides. Esto se traduce en que, en general, menos de la 
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2. TRANSFORMACIÓN GENÉTICA DE PEPINO MEDIANTE CO-CULTIVO DE 
EXPLANTES PRIMARIOS CON AGROBACTERIUM TUMEFACIENS 
2.1. RESULTADOS 
Antes de iniciar los experimentos de transformación propiamente dichos se realizaron 
tres ensayos en los que evaluamos el efecto de la presencia de acetosiringona (AS) en los 
medios de inoculación y co-cultivo, el tipo de medio de infección (LB o YEP) y la adición de 
distintas concentraciones de cefotaxima sobre la respuesta organogénica de los explantes 
de pepino. En estos experimentos, el medio de inoculación no contenía Agrobacterium, 
ya que el propósito era comprobar que la respuesta morfogenética no se veía afectada 
por los tratamientos que habitualmente se hacen en el co-cultivo de explantes primarios.  
Por lo que se refiere a los experimentos de transformación con Agrobacterium, utilizamos 
el típico sistema binario basado en el empleo de dos plásmidos, uno con la región de 
virulencia (vir) y otro desarmado de inferior tamaño (mini-Ti), en el que la región del T-
DNA contenía un gen marcador y un gen delator. Se emplearon dos cepas de A. 
tumefaciens (LBA4404 y C58) y diferentes plásmidos Ti (pBIN19 y pBIG121-Hm). El vector 
pBIN19 solo porta el gen marcador nptII, que confiere resistencia a la kanamicina, 
mientras que el vector PBIG121-Hm porta los genes marcadores nptII (resistencia a la 
kanamicina) y hpt (resistencia a higromicina), así como el gen delator uidA-int o GUS-
intrón. 
En los experimentos de co-cultivo utilizamos segmentos de cotiledón de plántulas de 3, 4 
o 7 días que habían crecido en el medio MG (Moreno et al., 1984). Los explantes se 
obtenían eliminado tanto la parte proximal (i.e. la más cercana al meristemo terminal) 
como la parte distal, a fin de generar zonas de corte en las que pudiera haber una 
reacción de herida. A lo largo de los distintos ensayos, empleamos tres cultivares o líneas 
de pepino: ‘Marketer’, ´Negrito’ y ‘Wisconsin 2843’. 
Como suele ser habitual, el método de transformación constaba de diferentes fases: 
precultivo, infección, co-cultivo, lavado y regeneración. A su vez, esta última fase 
constaba de tres etapas sucesivas: inducción de organogénesis, desarrollo y elongación 
de los brotes y enraizamiento de las plantas. 
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En la fase de precultivo se incubaron los explantes en medio de inducción de 
organogénesis desde 6-8 horas hasta 2 días, según los experimentos, para promover el 
inicio de divisiones celulares a fin de facilitar la interacción de las células vegetales con 
Agrobacterium. 
El proceso de infección se realizó en medio líquido (normalmente, LB) suplementado con 
200 M de acetosiringona, ajustando la suspensión bacteriana a una densidad óptica 
(DO600) de 0,2-0,3 o 0,7-0,8. Lo más habitual era mantener los explantes en el medio de 
infección durante 7-10 minutos.  
A continuación, se realizaba el co-cultivo de las células vegetales con Agrobacterium. En 
general, el periodo de inoculación o infección con Agrobacterium fue de 2 o 3 días, pero 
en algunos experimentos el tiempo osciló entre 1 y 6 días. El co-cultivo se llevó a cabo en 
medio de inducción de organogénesis con 200 µM de acetosiringona (3,5-dimetoxi-4-
hidroxiacetofenona). La incubación se hacía normalmente en oscuridad a 28°C, aunque en 
ocasiones se realizó en la cámara de cultivo con un fotoperiodo de 16h luz/8h oscuridad. 
A lo largo de los sucesivos experimentos se evaluó la conveniencia, o no, de añadir el 
agente selectivo durante el periodo de co-cultivo. Asimismo, realizamos algunos ensayos 
en los que el co-cultivo incluía una primera etapa sin agente selectivo y una posterior con 
presión de selección. 
Tras las fases de infección y co-cultivo, los explantes se colocaban sobre papel de filtro 
estéril para eliminar el exceso de bacteria. A continuación se realizaba lo que 
habitualmente se denomina como 'fase de lavado', a fin de erradicar la bacteria. Para ello, 
los explantes se sumergían en medio líquido MB (Tabla 10) con cefotaxima (300 - 600 
mg/l) durante 7-10 minutos. Tras el tratamiento con antibiótico, y a fin de minimizar el 
riesgo de hiperhidratación, los explantes se colocaban sobre papel de filtro estéril y, una 
vez eliminado el exceso de medio, se depositaban sobre el medio inductor de 
organogénesis con el envés hacia dicho medio. 
La etapa de inducción de organogénesis se realizó normalmente en el medio IB 05 25 
(MB3 suplementado con 0,5 mg/l de IAA + 2,5 mg/l de 6-BA). No obstante, en algunos 
experimentos se utilizaron los medios B 25 (MB3 + 2,5 mg/l de 6-BA) o IB 005 25 (MB3 + 
0,05 mg/l de IAA + 2,5 mg/l de 6-BA).  
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Para facilitar la selección de las células que habían incorporado el T-DNA, se adicionó al 
medio kanamicina (desde 25 hasta 100 mg/l) o higromicina B (10 mg/l), según la 
naturaleza del gen marcador (nptII o hpt). Asimismo, para evitar el crecimiento de 
bacterias que no hubieran sido eliminadas durante el proceso de lavado, el medio 
contenía una dosis de cefotaxima (300-600 mg/l). Tras la etapa de inducción de 
organogénesis (3-4 semanas), los callos que habían diferenciado yemas de ápice se 
transferían a un nuevo medio (K02 o FCu, ver Material y Métodos) para conseguir el 
desarrollo y elongación de los brotes (3 semanas). Por último, los brotes enraizaban en 
medio base MB3. Usualmente, los dos medios (elongación y enraizamiento) contenían 
cefotaxima y el agente selectivo. 
A fin de evaluar el resultado de cada experimento de transformación, se estimó la 
frecuencia de explantes con yemas y brotes adventicios, así como el número de plantas 
capaces de medrar en presencia del agente selectivo. Tras el proceso de regeneración se 
realizaron dos ensayos para determinar la expresión del gen marcador tanto en ápices 
terminales (test de ápice en medio MB3 con agente selectivo) como en hojas de las 
plantas regeneradas (test de explante en medio IB 05 25 con agente selectivo). Asimismo, 
cuando  el T-DNA portaba el gen delator uidA-int, se realizó un análisis histoquímico con 
X-Gluc en callos que habían diferenciado yemas adventicias (que por su morfología se 
denominaron como 'callos nodulares') o en hojas u otras partes de las plantas 
seleccionadas. Asimismo, en algunos ensayos se determinó la presencia del gen marcador 
mediante PCR en tejidos de las plantas regeneradas. Por último, algunas de las plantas 
consideradas como transgénicas se cultivaron en el invernadero para evaluar la 
transmisión de los genes contenidos en el T-DNA a la descendencia. 
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2.1.1. Experimentos previos a la inoculación de explantes con Agrobacterium 
2.1.1.1. Efecto de la acetosiringona sobre la respuesta morfogenética 
Agrobacterium tumefaciens ha adoptado un sistema regulador de dos componentes para 
percibir y reaccionar a la presencia de células vegetales susceptibles (Tzfira y Citovsky, 
2000). Los componentes del sistema, VirA, una proteína transmembrana, y virG, una 
proteína reguladora, reaccionan específicamente a exudados de la célula vegetal herida y 
promueven la activación transcripcional de los genes vir (Winans et al., 1994). Entre los 
diversos compuestos fenólicos que inducen la expresión de los genes vir, los mejor 
estudiados son la acetosiringona (AS), una molécula fenólica monocíclica, y la -hidroxi-
acetosiringona (OH-AS) (Hooykaas y Schilperoort, 1984; Stachel et al., 1985). En ausencia 
de acetosiringona, o cuando está presente en cantidades limitadas, algunos 
monosacáridos, como la glucosa y galactosa, también pueden inducir la expresión de 
genes vir (Cangelosi et al., 1990). En el inicio del proceso de señalización, los compuestos 
fenólicos interactúan con la proteína VirA. Esta  interacción puede ser directa o indirecta, 
a través de dos proteínas (P10 y P21) codificadas por genes del cromosoma o genóforo 
bacteriano (Lee et al., 1992), que primero se unen al compuesto fenólico y luego facilitan 
la unión a VirA. En contraste, la inducción de los genes vir por azúcares siempre ocurre 
indirectamente, a través de una proteína de unión glucosa/galactosa codificada por el 
cromosoma bacteriano, ChvE, que interactúa con VirA y transmite la señal (Shimoda et 
al., 1993). Como otras proteínas bacterianas de señalización, VirA se autofosforila, y, a 
continuación, transfiere el grupo fosfato a VirG. Así, VirA actúa como una proteína 
quinasa y una fosfotransferasa. La proteína VirG fosforilada interactúa con el 'módulo vir', 
una secuencia conservada de 12 pares de bases localizada en la región promotora de los 
genes vir. Esto determina la expresión de los genes de virulencia, lo que a su vez 
desencadena la secuencia de acontecimientos que conduce a la transferencia del T-DNA a 
la célula vegetal (Charles et al., 1992; Winans, 1992; Hooykaas y Beijersbergen, 1994; 
Tzfira y Citovsky, 2000).  
Antes de iniciar los experimentos de co-cultivo de explantes primarios de pepino con 
Agrobacterium, se realizó un ensayo para evaluar el efecto de la acetosiringona sobre la 
posterior respuesta organogénica de los explantes del cultivar 'Marketer'. Como puede 
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verse en la Tabla 17, la adición de 200 M de acetosiringona en los medios de inoculación 
y co-cultivo (sin Agrobacterium) no modifica el porcentaje de explantes con brotes ni el 
índice organogénico de los explantes de cotiledón del cultivar 'Marketer'. 
2.1.1.2. Efecto de la cefotaxima sobre la respuesta morfogenética 
La cefotaxima es uno de los antibióticos más utilizados para erradicar el Agrobacterium 
tras las fases de inoculación y co-cultivo de explantes primarios. A fin de evaluar su efecto 
sobre la posterior respuesta organogénica de los explantes, se realizaron dos 
experimentos consecutivos.  
En el primero, los explantes de pepino se sumergieron en dos medios de inoculación (LB y 
YEP) sin Agrobacterium, ajustando el pH a 5,7. El medio LB es uno de los más utilizados 
para el cultivo de Agrobacterium, mientras que el YEP, aún siendo más habitual para el 
cultivo de levaduras, se ha empleado también para Agrobacterium.  
Como puede verse en la Tabla 18, la cefotaxima no tiene un efecto negativo sobre la 
respuesta organogénica en los explantes del cultivar 'Marketer' que han pasado por el 
medio LB. Los resultados para los explantes que habían pasado por el medio YEP no 
fueron tan favorables como con el medio LB, y por tanto a partir de este momento 
decidimos utilizar este último medio. 
A continuación, realizamos un experimento adicional en el que los explantes del cultivar 
'Marketer', que habían pasado por el medio LB (sin Agrobacterium), ajustado en este caso 
a un pH de 7,0, se sometieron a un mayor rango de concentraciones de cefotaxima 
(desde 0 hasta 600 mg/l). 
Como puede verse en la Tabla 19, la adición de una alta concentración de cefotaxima (600 
mg/l) no reduce la respuesta organogénica de los explantes de pepino, lo que puede 
facilitar la erradicación de la bacteria tras las fases de inoculación y co-cultivo. 
 
  




Tabla 17. Efecto de la acetosiringona sobre la respuesta 




explantes con brotes 
Índice organogénico 
0 38,2 ± 8,5 0,50 ± 0,13 
200 34,4 ± 8,5 0,53 ± 0,16 
 
(*1)  Se adicionó la acetosiringona en los medios de inoculación LB y de co-
cultivo (sin Agrobacterium) y, a continuación, se evaluó la respuesta 
morfogenética de los explantes cultivados en el medio IB 05 25 
seguido del cultivo en el medio K02. 
 
 
Tabla 18. Efecto de la cefotaxima sobre la respuesta organogénica de explantes de 








explantes con brotes 
Índice organogénico 
LB 
100 30,2 ± 6,4 0,35 ± 0,08 
200 27,8 ± 6,2 0,30 ± 0,07 
300 54,7 ± 6,9 0,67 ± 0,11 
YEP 
100 38,2 ± 6,6 0,37 ± 0,07 
200 26,4 ± 6,1 0,25 ± 0,07 
300 17,3 ± 5,3 0,18 ± 0,06 
 
(*1)  Se adicionó la cefotaxima en los medios de lavado y de regeneración y, a continuación, 
se evaluó la respuesta morfogenética de los explantes cultivados en el medio IB 05 25 
seguido del cultivo en el medio K02. 















Tabla 19. Efecto de la cefotaxima sobre la respuesta organogénica de 
explantes de cotiledón del cultivar 'Marketer' tras el pase por el 




explantes con brotes 
Índice organogénico 
0 67,1 ± 5,7 1,26 ± 0,13 
100 70,0 ± 5,5 1,06 ±  0,12 
200 50,7 ± 6,1 0,64 ± 0,09 
300 53,0 ± 6,2 0,81 ± 0,12 
400 36,5 ± 6,1 0,37 ± 0,07 
500 47,9 ± 6,0 0,70 ± 0,11 
600 61,1 ± 5,8 0,86 ± 0,10 
 
(*1)  El pH del medio de inoculación LB (sin Agrobacterium) se ajustó a 7,0. 
Se adicionó la cefotaxima en los medios de lavado y de regeneración 
y, a continuación, se evaluó la respuesta morfogenética de los 
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2.1.2. Co-cultivo de explantes primarios de los cultivares 'Marketer' y 'Negrito' con el 
vector pBIN19 y selección con kanamicina 
En el primer experimento de transformación se inocularon explantes de cotiledón de 
plántulas de 4 días con la cepa LBA4404 de Agrobacterium. La cepa en cuestión portaba el 
vector pBIN19 en cuyo T-DNA había un gen marcador nptII que confiere resistencia a la 
kanamicina.  
Las condiciones experimentales se detallan en el apartado correspondiente del Material y 
Métodos, pero conviene señalar brevemente que el precultivo de los explantes tuvo una 
duración de 6-8 horas, la inoculación (7 minutos) se llevó a cabo con la suspensión 
bacteriana ajustada a una DO600 de 0,7-0,8 en medio LB (Tabla 11), el co-cultivo tuvo una 
duración de 2-3 días, el cultivo de los explantes se realizó en medio de inducción de 
organogénesis IB 05 25 (Tabla 6), el desarrollo y elongación de los brotes en medio K02 
(Tabla 9) y el enraizamiento de las plantas en medio base MB3 (Tabla 5).  
Con el fin de ajustar las condiciones del proceso de selección, en la primera fase del 
experimento se utilizaron tres concentraciones de kanamicina (25, 50 y 75 mg/l) en 
explantes inoculados del cultivar 'Marketer'. Los resultados indicaron que, para los 
explantes de cotiledón de este cultivar, el empleo de 50 o 75 mg/l de kanamicina era 
excesivo (Tabla 20). En efecto, el porcentaje de explantes que forman callo y desarrollan 
yemas adventicias y brotes no llega al 2%, en el medio con 50 mg/l de kanamicina. En 
todo caso, lo peor es que cuando se transfieren los brotes a medio de enraizamiento 
selectivo y se subcultivan varias veces en el mismo medio (utilizando el ápice terminal o 
las yemas axilares como explantes) no sobrevive ninguna planta. En cambio, cuando se 
utiliza una presión de selección más moderada (25 mg/l de kanamicina), el porcentaje de 
callos con brotes seleccionados está en torno al 4% y, tras los subcultivos sucesivos en 
medio de enraizamiento selectivo, sobrevive el 25% de las plantas. De esta forma, al final 
del experimento, seleccionamos 7 plantas del cultivar 'Marketer' como presuntas 
transgénicas (Tabla 20; Figura 18).   
Teniendo en cuenta los resultados obtenidos con 'Marketer', en la segunda parte del 
experimento se inocularon explantes del cultivar 'Negrito' con la misma cepa de 
Agrobacterium (LBA4404), pero en este caso sólo se efectuó el proceso de selección en 
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medio con 25 mg/l de kanamicina. Con respecto a los resultados obtenidos con 
'Marketer', la frecuencia de callos con brotes en el cultivar 'Negrito' fue cuatro veces 
mayor (en torno al 15 %), aunque el porcentaje de plantas que fueron capaces de 
sobrevivir tras repetidos subcultivos en medio MB3 selectivo fue menor, en torno al 14 % 
(Tabla 20). Aún así, al final del experimento seleccionamos 4 plantas de 'Negrito' como 
presuntas transgénicas (Tabla 20 y Figura 18).  
El análisis PCR con sondas correspondientes a la secuencia del gen nptII indicó la 
presencia del marcador en dos de las plantas seleccionadas del cultivar 'Marketer' (Tabla 
21 y Figura 19).  
Los resultados del análisis de expresión del gen marcador mediante lo que denominamos 
como 'test de ápice' (cultivo del ápice terminal o de yemas axilares de las plantas 
seleccionadas al final del experimento en medio MB3 con kanamicina) y 'test de explante' 
(cultivo de segmentos de hoja de estas mismas plantas en los medios B 10 (cv. 'Marketer') 
y IB 05 10 (cv. 'Negrito') con kanamicina) no fueron totalmente concluyentes (ver Tabla 
21). Por lo que respecta al 'test de ápice', la parte aérea de todas las plantas 
seleccionadas como presuntas transgénicas se desarrollaba con aparente normalidad 
pero no sucedía lo mismo con la parte radicular. En efecto, solo una planta del cultivar 
'Negrito' desarrolló un sistema radicular adventicio aparentemente normal en medio 
selectivo, mientras que tres del cultivar 'Marketer' emitían raíces que tardaban en crecer, 
aunque al final originaban un sistema radicular adventicio aceptable. 
Cuando se  cultivaron explantes de hoja de las plantas seleccionadas en los medios B 10 
(cv. 'Marketer') y IB 05 10 (cv. 'Negrito') con 25 mg/l de kanamicina, se observó que 
algunos generaban una callosidad e incluso diferenciaban yemas adventicias, pero no 
llegaron a dar un callo profuso ni una respuesta organogénica normal.  
Conviene señalar que a la hora de efectuar la lectura del 'test de ápice' en medio MB3 
selectivo o del 'test de explante' en los medios de inducción de organogénesis selectivos, 
los criterios eran muy restrictivos. Es decir, solo consideramos como 'positivo' aquellos 
casos en los que los ápices o los explantes de las plantas consideradas como presuntas 
transgénicas tenían una respuesta en medio selectivo (i.e. con kanamicina) idéntica a la 
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de los ápices o los explantes de plantas testigo cultivados en medio no selectivo (i.e. sin 
kanamicina). 
Por lo que se refiere al menor desarrollo radicular de las plantas seleccionadas en el 'test 
de ápice' conviene hacer una aclaración. Cuando las plantas de pepino se subcultivan 
repetidamente en una cámara de cultivo in vitro con fotoperiodo largo (16h luz/ 8 h 
oscuridad), que es el que utilizamos en nuestro laboratorio, es habitual que florezcan de 
manera temprana (ver las dos plantas de la figura 18).  
El problema es que la floración temprana, más o menos frecuente dependiendo del 
cultivar o variedad de pepino, está asociada a un menor desarrollo radicular. Esto supone 
un verdadero problema a la hora de llevar a cabo el 'test de ápice' en plantas 
consideradas como presuntas transgénicas. En efecto, para estar razonablemente seguro 
de que la planta es transgénica, lo mejor es subcultivar varias veces en medio de 
enraizamiento selectivo: si enraíza con normalidad la experiencia que hemos adquirido en 
el laboratorio con distintas hortícolas indica que la planta es transgénica; no obstante, en 
el caso particular del pepino, al cabo de unos pocos subcultivos con fotoperiodo largo, lo 
normal es que las plantas florezcan de manera temprana, lo que limita el desarrollo de 
raíces adventicias y genera dudas en torno a la naturaleza de dichas plantas.   
En cualquier caso, a la hora de interpretar los resultados globales de este experimento 
surge la duda de si las plantas seleccionadas como 'presuntas transgénicas' eran 
realmente transgénicas o se trataba de 'escapes'. 
Las causas de aparición de escapes en diversas especies, entre las que por desgracia se 
encuentra el pepino, se comentarán con cierto detalle en el apartado de Discusión. No 
obstante, aunque sea de forma breve, conviene hacer un comentario preliminar de dos 
de estas causas con relación al presente experimento. 
Por un lado, el silenciamiento del gen marcador nptII, como consecuencia de la 
integración de varias copias del T-DNA o debido a la presencia de una copia truncada, 
podría explicar la aparente incoherencia de los resultados de la PCR (Figura 19) y de los 
análisis de expresión del marcador obtenidos mediante el 'test de ápice' y 'test de 
explante' (Tabla 21). Al respecto, conviene señalar que la PCR (Figura 19) se hacía con 
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hojas de las plantas que habían sobrevivido, es decir, las que procedían directamente de 
los brotes tras su elongación y enraizamiento, mientras que los análisis de expresión 
(Tabla 21) se hacían tras diversos subcultivos de los ápices o yemas axilares en medio 
selectivo ('test  de ápice') o con hojas de estas mismas plantas ('test de explante').  
El silenciamiento postranscripcional suele amplificarse con el tiempo (i.e. con los 
subcultivos repetidos o con las sucesivas generaciones) porque, cuando hay un excesivo 
número de copias del T-DNA o una copia truncada con una estructura aberrante, los 
pequeños RNAs de tipo interferente se acumulan de manera progresiva. Si fuera esta la 
causa, sería lógico que aparecieran plantas PCR (+) que, más adelante, es decir, tras 
repetidos subcultivos, dieran un resultado negativo o no totalmente positivo en los 
análisis de expresión del gen marcador (test de ápice y test de explante).  
La argumentación parece lógica, pero no creemos que sea la causa en todos los casos. 
Nuestros resultados en experimentos de transformación de diversas hortícolas (tomate, 
melón y sandía) con la cepa LBA4404, en los que hemos empleado diversos vectores, 
revelan que, en general, el número de copias integradas es moderado. Por ejemplo, en el 
programa de mutagénesis insercional de tomate el grupo ha generado más de 7.000 
líneas T-DNA y los análisis efectuados con una muestra considerable de estas plantas 
revelan que el número medio de insertos es 1,7 (Dr. Moreno, comunicación personal). Es 
decir, lo normal es que se integren una o dos copias del T-DNA. Ciertamente, se han 
encontrado algunas plantas con varios insertos (e.g. 4 a 7) y, en ocasiones, alguna línea T-
DNA tiene un inserto truncado o con estructura aberrante, pero esto no es lo habitual. Así 
pues, la hipótesis del silenciamiento del gen marcador puede explicar los resultados 
obtenidos con alguna o algunas plantas de pepino, pero difícilmente con todas. 
Otra hipótesis, en nuestra opinión más probable, es la del quimerismo. Puede que, tras la 
integración del T-DNA en algunas células del explante original, y a medida que avanza el 
proceso de formación de callo, se produzca la concrescencia entre células que derivan de 
la célula transgénica original y células wild-type (i.e. no transgénicas). En este caso puede 
haber una protección cruzada de las células transgénicas con respecto a las wild-type y, si 
así ocurre, es posible que durante el proceso de diferenciación aparezcan yemas y brotes 
quiméricos. Estos brotes podrían dar quimeras mericlinales o sectoriales, lo cual explicaría 
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el que la PCR detecte la presencia del marcador al principio, aunque la resistencia a la 
kanamicina se vaya diluyendo con el tiempo. En teoría, el subcultivo repetido en medio 
selectivo debería extender el sector de células transgénicas, pero esto va a depender de 
la estructura de la quimera original. Por otro lado, si la hipótesis del quimerismo es 
correcta podría haber alguna planta PCR(-) que, a pesar de ello, enraíce con normalidad, 
tal y como de hecho ocurre en una planta concreta (ver Tabla 21). Lo que podría haber 
ocurrido en este caso es que la muestra que se tomó para la PCR derivara de una hoja que 
procedía de una yema axilar sin células transgénicas, mientras que algunas de las raíces 
adventicias surgieron a partir de un sector con células transgénicas.                        
Tabla 20. Efecto de la concentración de kanamicina sobre explantes de cotiledón 




% de callos con 
brotes (*2) 
% de plantas que 
sobreviven (*3) 
Nº de plantas 
seleccionadas (*4) 
Marketer 
25 mg/l 3,78 ± 0,99 25,93 ± 8,59 7 
50 mg/l 1,96 ± 0,97 0 0 
75 mg/l 0,50 ± 0,50 0 0 
Negrito 25 mg/l 15,21 ± 2,75 13,79 ± 6,52 4 
 
(*1) Concentración de kanamicina en el medio de inducción de organogénesis (IB 05 25), 
medio de elongación (K02) y medio de enraizamiento (MB3). 
(*2) Porcentaje de callos con brotes tras el subcultivo de los que habían diferenciado yemas 
adventicias en el medio de inducción (IB 05 25) al medio de desarrollo y elongación (K02) 
con la concentración de kanamicina indicada. 
(*3) Porcentaje de plantas que sobreviven tras varios subcultivos (ápice terminal y yemas 
axilares) en medio de enraizamiento (MB3) con la concentración de kanamicina indicada.   

































Figura 19. Análisis PCR con una sonda 
del gen nptII de hojas de las plantas 
seleccionadas tras el proceso de 
transformación genética de los 
cultivares ‘Marketer’ y ‘Negrito’ con 
una cepa de A. tumefaciens que porta 
el plásmido pBIN19. E1 y E2: escalera 
100pb (patrón). Plantas del cultivar 
‘Marketer’: M1 (5c 1.3), M2 (6a 1.2),  
M3 (6a 2.1), M4 (6a 2.3), M5 (6a 2.4), 
M6 (6b 1.4) y M7 (9f 1.1). Plantas del 
cultivar  Negrito: N1 (2.5.1), N2 
(4.1.1.1), N3 (4.1.2.1) y N4 (6.1.5). T1: 
testigo negativo; T2: testigo positivo 
(sonda nptII). 
 
Figura 18. Plantas de los cultivares 'Marketer' y 'Negrito‘ seleccionadas como presuntas 
transgénicas tras el cultivo en los medios de inducción de organogénesis, elongación y 
enraizamiento suplementados con 25 mg/l de kanamicina. 









Tabla 21. Ensayos con plantas seleccionadas como presuntas transgénicas: test de ápice 
y test de explante en medio con kanamicina y análisis por PCR. 








Callos Yemas Brotes PCR 
(*4) Kan 0 Kan 25 Kan 0 Kan 25 Kan 0 Kan 25 
Marketer 
5c 1.3 + - + - + - + - - 
6a 1.2 + ± + ± + - + - + 
6a 2.1 + - + - + - + - - 
6a 2.3 + - + - + - + - - 
6a 2.4 + ± + ± + ± + - + 
6b 1.4 + - + - + - + - - 
9f 1.1 + ± + - + - + - - 
Negrito 
2.5.1 + - + - + - + - - 
4.1.1.1 + - + - + - + - - 
4.1.2.1 + + + - + - + - - 
6.1.5 + - + - + - + - - 
 
(*1) Plantas seleccionadas inicialmente como presuntas transgénicas. 
(*2) Test de ápice: desarrollo de la parte aérea y de la parte radicular en plantas subcultivadas 
varias veces (a partir del ápice terminal o de yemas axilares de las plantas inicialmente 
seleccionadas como presuntas transgénicas) en medio base MB3 suplementado con 25 
mg/l de kanamicina. 
(*3)  Test de explante: cultivo de segmentos de hojas de plantas subcultivadas varias veces en 
medio de enraizamiento selectivo. Este test se realizó en los medios B 10 (cv. 'Marketer') y 
IB 05 10 (cv. 'Negrito') con 0 o 25 mg/l de kanamicina (Kan 0 y Kan 25, respectivamente). 
(*4) Análisis PCR: reacción en cadena de la polimerasa con una sonda correspondiente al gen 
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2.1.3. Co-cultivo de explantes primarios del cultivar 'Marketer' con la cepa C58 que 
porta el vector pBIG121-Hm y selección con kanamicina 
2.1.3.1. Efecto de la duración del co-cultivo sin presión de selección y del medio 
inductor de organogénesis con presión selectiva  
La cepa C8 de Agrobacterium tumefaciens suele considerarse como más virulenta que la 
LB4404. En principio, la mayor virulencia de una cepa puede estar asociada a mayor tasa 
de transformación, lo que resulta positivo; no obstante, a veces es difícil erradicar este 
tipo de cepas mediante el tratamiento con antibióticos convencionales. Aún así, nuestra 
experiencia previa indicaba que la erradicación de la cepa C58 no supone un problema 
limitante. 
A fin de ensayar nuevas condiciones experimentales, se realizaron algunos cambios en el 
protocolo de transformación. En primer lugar, se utilizó un vector diferente (pBIG121-Hm) 
que contiene dos genes marcadores, nptII (resistencia a la kanamicina) y hpt (resistencia a 
higromicina), así como el gen delator uidA-int o GUS-intrón. 
En este experimento, la selección se realizó sobre la base de la expresión del gen nptII, 
aunque, tal y como se comentará más adelante, en experimentos ulteriores ensayamos 
también la selección en medio con higromicina.  
La ventaja de este vector respecto al anterior no solo estriba en la posibilidad de efectuar 
la selección con dos antibióticos diferentes (kanamicina o higromicina), sino también en el 
hecho de que porta el gen delator uidA-int. La expresión del gen delator facilita el 
seguimiento del proceso de transformación a lo largo del tiempo, el análisis de las plantas 
regeneradas y, además, esta versión del gen uidA-int evita falsos positivos, ya que la 
bacteria no es capaz de procesar correctamente el gen, es decir, no puede efectuar el 
proceso de corte de intrones y empalme de exones (splicing) característico de las células 
eucarióticas.  
Como explantes primarios se emplearon segmentos de cotiledón de plántulas de 7 días. 
No se modificó el periodo de precultivo de los explantes (6-8 horas), pero sí hicimos 
algunos cambios en el proceso de infección o inoculación de los explantes con 
Agrobacterium. En concreto, la densidad óptica de la suspensión bacteriana (DO600) se 
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ajustó a 0,2-0,3 (en lugar de 0,7-0,8) a fin de estar seguros de que la bacteria estuviera en 
la fase temprana de crecimiento exponencial y no hubiera llegado a la fase estacionaria. 
La mayor parte de autores coincide en que hay que evitar que la bacteria haya llegado a 
la fase estacionaria, pero no todos coinciden en el valor óptimo de la densidad óptica. 
Algunos recomiendan valores que se correspondan con la fase media del crecimiento 
exponencial (Bondt et al., 1994, 1996), mientras que otros se inclinan por valores 
asociados a la fase temprana (Qiu et al., 2007; Dutt y Grosser, 2009; Tian et al., 2013). Por 
su parte, Islam et al. (2010) opinan que los valores óptimos dependen de la cepa de 
Agrobacterium. 
Al disminuir la densidad óptica del inóculo bacteriano, aumentamos el periodo de 
infección (10 minutos). Conviene señalar también que modificamos el pH del medio LB 
(7,0) porque algunos autores han señalado que es el óptimo para el crecimiento de 
Agrobacterium (Cheng et al., 1997; Park et al., 2010). 
Aparte de los cambios mencionados, ensayos el efecto de un co-cultivo sin presión de 
selección (i.e. sin kanamicina) durante un periodo de 1, 3 y 5 días. Asimismo, utilizamos 
tres medios de inducción de organogénesis  con 25 mg/l de kanamicina: B25 (MB3 + 2,5 
mg/l de 6-benciladenina); IB 005 25 (MB3 + 0,05 mg/l de ácido indol-3-acético + 2,5 mg/l 
de 6-benciladenina); IB 05 25 (MB3 + 0,5 mg/l de ácido indol-3-acético + 2,5 mg/l de 6-
benciladenina). 
A lo largo del experimento se evaluaron distintas variables. En primer lugar, se contabilizó 
el número de callos nodulares que se originaban a partir de los explantes inoculados con 
Agrobacterium. Al respecto conviene aclarar que, tal y como se ha comentado antes, el 
término 'callo nodular' alude a un callo en el que aparecen zonas semi-compactas en las 
que usualmente se produce la diferenciación de yemas adventicias y brotes.  
Como puede verse en la Tabla 22, en los tres medios de inducción de organogénesis, el 
porcentaje de explantes con callos nodulares osciló entre el 30-39 % (1 día de precultivo), 
65-90 % (3 días de precultivo) y 58-86 % (5 días de precultivo). Es decir, en general, a 
medida que se alarga el periodo de co-cultivo aumenta la frecuencia de explantes con 
callos nodulares. 
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Se realizaron análisis histoquímicos (X-Gluc) para detectar la expresión del gen delator 
uidA-int. Los resultados indicaron que la gran mayoría de los callos nodulares presentan 
grupos de células con expresión GUS (Figura 20). En efecto, en los tres medios de 
inducción de organogénesis, el porcentaje de callos nodulares con expresión GUS+ osciló 
entre el 79-95 % con 1 día de precultivo, 97-98 % con 3 días de precultivo y 100 % con 5 
días de precultivo (Tabla 22).  
Los resultados indican que, al prolongar la duración del co-cultivo con Agrobacterium, 
aumenta el número de callos nodulares. No obstante, conviene tener en cuenta que al 
prolongar la duración del co-cultivo aumenta la probabilidad de contaminación, ya que la 
erradicación de la bacteria se hace más difícil. Si se tiene en cuenta que, con 
independencia del periodo de co-cultivo, la gran mayoría de los callos nodulares (80 - 100 
%) tiene uno o más grupos de células con expresión GUS+ (Tabla 22), en nuestra opinión 
conviene evitar un periodo de co-cultivo excesivamente prolongado y por ello nos 
inclinamos  por una duración de 1 a 3 días.   
Para una duración dada del periodo de co-cultivo, no se observó un efecto claro del 
medio de inducción de organogénesis (B 25, IB 005 25, IB 05 25) con presión selectiva (25 
mg/l de kanamicina) sobre el porcentaje de explantes que dan callos, el porcentaje de 
explantes con callos GUS+ y el porcentaje de callos nodulares con grupos de células GUS+ 
(Tabla 22). De la misma forma, tras el subcultivo de los explantes con yemas al medio de 
elongación selectivo (K02 + 25 mg/l de kanamicina) no se apreciaron notables diferencias 
en el porcentaje de callos con brotes con respecto al número de explantes inoculados (2 - 
4 %) y con relación al número de callos nodulares (3 - 9 %) (Tabla 23).  
Al final del experimento, se seleccionaron 10 plantas: 2 procedentes de explantes co-
cultivados durante un día, 5 durante tres días y 3 durante cinco días (Tabla 23). El análisis 
PCR en dos de las plantas que procedían del co-cultivo de explantes durante tres días 








Tabla 22. Efecto del co-cultivo sin presión de selección y del medio de inducción de 
organogénesis con presión selectiva (25 mg/l de kanamicina) sobre la expresión del gen 
delator uidA-int en los callos seleccionados (*1). 
Días de   
co-cultivo 
























con callos GUS+  
 (*8) 




B 25 65 22 21 33,8 32,3 95,5 
IB 005 25 59 23 19 38,9 32,2 82,6 
IB 05 25 65 19 15 29,2 23,1 78,9 
3 
B 25 88 74 72 84,1 81,8 97,3 
IB 005 25 46 30 29 65,2 63,0 96,7 
IB 05 25 65 58 57 89,2 87,7 98,3 
5 
B 25 38 22 22 57,9 57,9 100 
IB 005 25 46 32 32 69,6 69,6 100 
IB 05 25 71 61 61 85,9 85,9 100 
 
(*1) El experimento de co-cultivo se llevó a cabo con segmentos de cotiledón del cultivar 'Marketer' 
y la cepa C58 de A. tumefaciens que porta el plásmido pBIG121-Hm. 
(*2) Número de días de co-cultivo de los explantes en los medios de inducción de organogénesis sin 
presión selectiva. 
(*3) Medios de inducción de organogénesis: B25 = MB3 (Moreno et al., 1985) + 2,5 mg/l de 6-BA; IB 
005 25 = MB3 + 0,05 mg/l de IAA + 2,5 mg/l de 6-BA; IB 05 25 = MB3 + 0,5 mg/l de IAA + 2,5 
mg/l de 6-BA. En los tres casos, el medio se suplementó con 25 mg/l de kanamicina.  
(*4) Número de explantes inoculados la cepa C58 de A. tumefaciens que porta el plásmido pBIG121-
Hm.  
(*5) Número de callos 'nodulares'. El término 'nodular' alude a los callos que originan zonas 
compactas que habitualmente diferencian yemas adventicias. 
(*6) Número de callos 'nodulares' que tienen zonas o grupos de células GUS+. 
(*7) Porcentaje de explantes con callos 'nodulares'. 
(*8) Porcentaje de explantes con callos 'nodulares' que tienen zonas o grupos de células GUS+. 
(*9) Porcentaje de callos 'nodulares' (respecto al número total de callos) que tienen zonas o grupos 
de células GUS+. 
  
Resultados y discusión    183 
 
 
Tabla 23. Efecto del co-cultivo sin presión de selección y del medio de inducción de 
organogénesis con 25 mg/l de kanamicina sobre el porcentaje de callos con brotes y el 




Medios de inducción 
de organogénesis (*3) 
% de callos con brotes (*4) 
Nº de plantas 
seleccionadas (*5) respecto al nº de 
explantes 
respecto al nº de 
callos 'nodulares' 
1 
B 25 0 0 0 
IB 005 25 3,39 ± 2,38 8,70 ± 6,01 2 
IB 05 25 0 0 0 
3 
B 25 2,27 ± 1,60 2,70 ± 1,90 2 
IB 005 25 4,35 ± 3,04 6,67 ± 4,63 3 
IB 05 25 0 0 0 
5 
B 25 0 0 0 
IB 005 25 2,17 ± 2,17 3,13 ± 3,13 1 
IB 05 25 2,82 ± 1,98 3,28 ± 2,30 2 
 
(*1) El experimento de co-cultivo se llevó a cabo con segmentos de cotiledón del cultivar 
'Marketer' y la cepa C58 de A. tumefaciens que porta el plásmido pBIG121-Hm. 
(*2) Número de días de co-cultivo de los explantes en los medios de inducción de 
organogénesis sin presión selectiva. 
(*3) Medios de inducción de organogénesis: B25 = MB3 (Moreno et al., 1985) + 2,5 mg/l de 6-
BA; IB 005 25 = MB3 + 0,05 mg/l de IAA + 2,5 mg/l de 6-BA; IB 05 25 = MB3 + 0,5 mg/l de 
IAA + 2,5 mg/l de 6-BA. En los tres casos, el medio se suplementó con 25 mg/l de 
kanamicina.   
(*4) Porcentaje de callos con brotes en el medio de elongación (K02) con 25 mg/l de 
kanamicina. Los datos están referidos al número total de explantes inoculados y al 
número de callos 'nodulares'. El término 'nodular' alude a los callos que originan zonas 
compactas que habitualmente diferencian yemas adventicias. 
(*5) Número de plantas seleccionadas como presuntas transgénicas al final del experimento. 
 
  
Resultados y discusión    184 
 
 
Figura 21. Análisis PCR con una sonda del gen nptII de muestras de plantas 
seleccionadas tras el proceso de transformación genética del cultivar 
'Marketer' con la cepa C58 de A. tumefaciens que porta el plásmido pBIG121-
Hm. E1 y E2: escalera 100pb (patrón). Plantas PCR (+): 5.5.2 y 8.1. T1: testigo 







E1  T1                               5.5.2  8.1                               T2           E2
Figura 20. Ensayo histoquímico 
con X-Gluc de la expresión del 
gen delator uidA-int en callos 
seleccionados tras la 
inoculación de explantes del 
cultivar 'Marketer' con la cepa 
C58 de A. tumefaciens que 
porta el plásmido pBIG121-Hm. 
(a) Co-cultivo durante 1 día en 
los medios de inducción IB 005 
25, IB 05 25 y B 25; (b) Co-
cultivo durante tres días  en el 
medio  IB 005 25; (c) Co-cultivo 
durante 3 días el medio IB 05 
25; (d) Co-cultivo durante 3 
días en el medio B 25; (e) Co-
cultivo durante 5 día  en los 
medios B 25 e IB 005 25; (f) Co-
cultivo durante 5 días  en el 
medio IB 05 25.  
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2.1.3.2. Efecto de un proceso de selección mixto en la fase de co-cultivo y en la etapa 
de inducción de organogénesis 
A la hora de decidir la forma de llevar a cabo el co-cultivo de explantes primarios con 
Agrobacterium, algunos autores optan por aplicar una presión de selección en esta  
etapa, pero la mayoría suele hacerlo tras el lavado de los explantes y su transferencia al 
medio inductor de morfogénesis.  
Por lo que a nosotros se refiere, en los dos primeros experimentos optamos por un co-
cultivo sin presión de selección. La diferencia entre ambos fue que en el segundo 
experimento ensayamos distintos periodos de co-cultivo (1, 3 y 5 días). Los resultados 
indicaron que al prolongar la duración del co-cultivo aumentaba la frecuencia de callos 
con grupos de células GUS (+). En principio, esto es ventajoso, pero, dada la frecuencia de 
aparición de escapes en pepino, el empleo de un co-cultivo largo sin presión selectiva 
puede agravar este problema. Por este motivo, en la primera parte de este experimento 
optamos por realizar un co-cultivo mixto, es decir, dividimos esta fase en dos etapas: la 
primera sin presión de selección (1 día), y la segunda, de duración variable (1, 2, 4 y 5 
días), con presión de selección (25 mg/l de kanamicina). 
Por otro lado, cuando se lleva a cabo el proceso de selección en medio inductor de 
morfogénesis, lo habitual es imponer la presión de selección desde el primer día. En 
teoría, esto tiene la ventaja de que se genera una selección en contra de las células wild-
type desde el principio del periodo de incubación; no obstante, si el número de eventos 
independientes de transformación es bajo puede ocurrir que las células que han 
integrado el T-DNA tengan dificultades para entrar en división debido a un problema de 
densidad crítica inicial. Como consecuencia, en la segunda parte del experimento 
decidimos hacer un proceso de selección mixto. Es decir, tras un co-cultivo sin presión de 
selección (1 día), los explantes se lavaron y se transfirieron al medio de inducción de 
organogénesis, dividiendo esta fase en dos etapas: la primera, de duración variable (1, 2, 
3, 4 y 5 días), sin presión de selección; y la segunda (3-4 semanas) con presión de 
selección (25 mg/l de kanamicina). 
En realidad, se trata de dos experimentos distintos, en cada uno de los cuales se plantea 
una cuestión diferente. No obstante, como se realizaron al mismo tiempo, con el mismo 
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material y en las mismas condiciones, los resultados se presentan en este apartado como 
si se tratara de dos partes del mismo experimento. 
El co-cultivo de explantes se llevó a cabo con segmentos de cotiledón del cultivar 
'Marketer' y la cepa C58 de A. tumefaciens que porta el plásmido pBIG121-Hm. Las 
restantes condiciones experimentales fueron idénticas a las descritas en el apartado 
anterior con una excepción: en este caso, por el tiempo en que los explantes se 
mantenían sin presión de selección en la fase de co-cultivo o en el medio de inducción de 
organogénesis, decidimos aumentar la concentración de cefotaxima a 600 mg/l para 
impedir el crecimiento de Agrobacterium. 
Conviene aclarar que, para la anotación de los resultados y la exposición de los mismos en 
las Tablas 24 a 27, decidimos denominar de forma arbitraria a las dos partes del 
experimento como A (co-cultivo mixto) y B (selección mixta). Además, en este 
experimento no solo evaluamos la existencia  o no  de grupos de células GUS (+) en los 
callos procedentes de los explantes inoculados con Agrobacterium, sino que también 
intentamos estimar la superficie de las zonas GUS (+)  en estos mismos callos. De esta 
forma, tratamos de cuantificar el grado de expresión,  ya que no es lo mismo que en un 
callo aparezca una célula o un pequeño grupo de células GUS (+), lo que podría 
representar expresión transitoria, que una masa de células con tinción GUS (+), lo que 
normalmente va a ser debido a integración y expresión estable del gen delator que porta 
el T-DNA. 
Para estimar la extensión de las zonas GUS (+), se seccionaron y fotografiaron todos los 
callos, y se cuantificó el número de píxeles de color azul intenso, despreciando cualquier 
punto con tinción tenue o dudosa. Este método tiene la evidente limitación de que a la 
hora de estimar la extensión de las zonas GUS (+) solo se tiene en cuenta la superficie de 
corte del callo y no el interior del mismo, donde puede haber un buen número de células 
GUS (+). Aún así, pensamos que el esfuerzo merecía la pena porque puede dar una idea 
del número de células con expresión del delator y, sobre todo, distinguir entre la 
presencia de una o pocas células GUS (+), lo que puede ser debido a expresión transitoria, 
o de grandes grupos de células GUS (+), lo que suele estar asociado a integración estable. 
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Por lo que respecta a la primera parte del experimento, tal y como hemos indicado, el co-
cultivo mixto (A) se realizó con una primera fase sin presión de selección (1 día) seguida 
de una segunda fase con 25 mg/l de kanamicina durante 1 día (A1), 2 días (A2), 4 días (A4) 
y 5 días (A5). Los resultados mostraron que la frecuencia de explantes con callo fue mayor 
cuando los segmentos de cotiledón se co-cultivaron durante dos o más días con presión 
de selección (85 - 100 %) y lo mismo sucedió con la frecuencia de explantes que originan 
callos GUS (+) (65 - 70 %) (Tabla 24). Por lo que respecta a la extensión de la respuesta, la 
superficie total ocupada por células con expresión del delator es tres veces mayor cuando 
el co-cultivo implica dos días con presión selectiva que con un solo día. De forma similar, 
cuando el periodo con presión selectiva es de cuatro días la superficie total con células 
GUS (+) es más del doble que con un solo día en medio con kanamicina (Tabla 25). No se 
obtiene en cambio ningún beneficio cuando se alarga la fase de co-cultivo con presión 
selectiva (i.e. 5 días). Si se consideran las variables relacionadas con la superficie con 
células GUS (+) por explante o por callo, las conclusiones son similares, es decir, los 
mejores resultados se obtienen con dos o cuatro días con presión de selección en el co-
cultivo mixto (Tabla 25).   
En la segunda parte del experimento ensayamos el efecto de un proceso de selección 
mixto (B), es decir, los explantes se incubaron en medio de inducción de organogénesis, 
primero sin presión selectiva, durante 1 día (B1), 2 días (B2), 3 días (B3), 4 días (B4) y 5 
días (B5), y, a continuación, durante 3-4 semanas en el mismo medio con 25 mg/l de 
kanamicina. Como puede verse en la Tabla 26, el porcentaje de explantes con callos fue 
aumentando a medida que se alarga el periodo sin presión de selección (de 1 a 5 días) y lo 
mismo sucedió con la variable de la frecuencia de explantes con callos GUS (+). Cuando se 
estimó la superficie total ocupada por grupos de células GUS (+) las conclusiones fueron 
básicamente las mismas. En efecto, con respecto a lo que ocurre cuando los explantes se 
incuban un solo día sin presión selectiva, el área con grupos de células GUS (+) es tres o 
cuatro veces mayor cuando los explantes se mantienen durante dos, tres o cuatro días sin 
kanamicina (Tabla 27). Los resultados sugieren, pues, que el mantenimiento de los 
explantes en el medio inductor de organogénesis sin presión selectiva durante un corto 
periodo (2 a 4 días) puede ser favorable, al menos en lo que se refiere al número de 
células o grupos de células con expresión del delator.                 




Tabla 24. Efecto de un co-cultivo mixto (primera etapa sin presión de selección y segunda 
con 25 mg/l de kanamicina) sobre la expresión del gen delator uidA-int en los callos 
seleccionados (*1). 







nº de  







% explantes  
con callos             
(*6)
 
% explantes  
con callos GUS+  
 (*7) 
% callos con 
zonas GUS+  
(*8) 
A1 
1 día PS(-)  1 día PS(+) 
72 47 41 65,3 56,9 87,2 
A2 
1 día PS(-)  2 días PS(+) 
71 61 45 85,9 63,4 73,8 
A4 
1 día PS(-)  4 días PS(+) 
72 71 49 98,6 68,1 69,0 
A5 
1 día PS(-)  5 días PS(+) 
19 18 13 94,7 68,4 72,2 
 
(*1) El experimento de co-cultivo se llevó a cabo con segmentos de cotiledón del cultivar 
'Marketer' y la cepa C58 de A. tumefaciens que porta el plásmido pBIG121-Hm. 
(*2) Proceso de co-cultivo mixto (A): Se realizó con una primera fase sin presión de selección 
(PS-) durante 1 día seguida de una segunda fase con presión de selección (PS+), es decir, 
con 25 mg/l de kanamicina durante 1 día (A1), 2 días (A2), 4 días (A4) y 5 días (A5). 
(*3) Número de explantes inoculados con la cepa C58 de A. tumefaciens que porta el vector 
pBIG121-Hm.  
(*4) Número de callos 'nodulares'. 
(*5) Número de callos 'nodulares' con zonas o grupos de células GUS+. 
(*6) Porcentaje de explantes con callos 'nodulares' con respecto a los explantes inoculados. 
(*7) Porcentaje de explantes con callos 'nodulares' que tienen zonas o grupos de células GUS+. 
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Tabla 25. Efecto de un co-cultivo mixto (primera etapa sin presión de selección y segunda 
con 25 mg/l de kanamicina) sobre la extensión de las zonas con expresión del gen delator 
uidA-int en los callos seleccionados (*1). 















Área Gus + 
total              
(*6) 
Área Gus +    
por explante         
(*7) 
Área Gus +    
por callo         
(*8) 
Área Gus + por 
callo Gus+         
(*9) 
A1 
1 día PS(-)  1 día PS(+) 
72 47 41 6478 89,9 137,8 158,0 
A2 
1 día PS(-)  2 días PS(+) 
71 61 45 17515 246,7 287,1 389,2 
A4 
1 día PS(-)  4 días PS(+) 
72 71 49 15365 213,4 216,4 313,6 
A5 
1 día PS(-)  5 días PS(+) 
19 18 13 3740 196,8 207,8 287,7 
 
(*1) El experimento de co-cultivo se llevó a cabo con segmentos de cotiledón del cultivar 
'Marketer' y la cepa C58 de A. tumefaciens que porta el plásmido pBIG121-Hm. 
(*2) Proceso de co-cultivo mixto (A): Se realizó con una primera fase sin presión de selección 
(PS-) durante 1 día seguida de una segunda fase con presión de selección (PS+), es decir, 
con 25 mg/l de kanamicina durante 1 día (A1), 2 días (A2), 4 días (A4) y 5 días (A5). 
(*3) Número de explantes inoculados con la cepa C58 de A. tumefaciens que porta el vector 
pBIG121-Hm.  
(*4) Número de callos 'nodulares'.  
(*5) Número de callos 'nodulares' con zonas o grupos de células GUS+. 
(*6) Extensión total del área GUS+ estimada mediante el recuento de píxeles (resolución de la 
imagen digital: 500,125 píxeles por pulgada (ppi). 
(*7) Extensión del área GUS+ por explante estimada mediante el recuento de píxeles. 
(*8) Extensión del área GUS+ por callo estimada mediante el recuento de píxeles.  








Tabla 26. Efecto de un proceso de selección mixto (primera etapa sin presión de selección 
y segunda con 25 mg/l de kanamicina) sobre la expresión del gen delator uidA-int en los 
callos seleccionados (*1). 







nº de  







% explantes  
con callos             
(*6)
 
% explantes  
con callos GUS+  
 (*7) 
% callos con 
zonas GUS+  
(*8) 
B1 
1 día PS(-)  4 semanas PS(+) 
72 16 14 22,2 19,4 87,5 
B2 
2 días PS(-)  4 semanas PS(+) 
71 31 26 43,7 36,6 83,9 
B3 
3 días PS(-)  4 semanas PS(+) 
65 43 34 66,2 52,3 79,1 
B4 
4 días PS(-)  4 semanas PS(+) 
76 73 42 96,1 55,3 57,5 
B5 
5 días PS(-)  4 semanas PS(+) 
18 18 12 100 66,7 66,7 
 
(*1) El experimento de co-cultivo se llevó a cabo con segmentos de cotiledón del cultivar 
'Marketer' y la cepa C58 de A. tumefaciens que porta el plásmido pBIG121-Hm. 
(*2) Proceso de selección mixto (B): Los explantes se incubaron en medio de inducción de 
organogénesis, primero sin presión selectiva (PS-) durante 1 día (B1), 2 días (B2), 3 días (B3), 
4 días (B4) y 5 días (B5), y, a continuación, 3-4 semanas en el mismo medio con presión de 
selección (PS+), es decir, con 25 mg/l de kanamicina.           
(*3) Número de explantes inoculados con la cepa C58 de A. tumefaciens que porta el vector 
pBIG121-Hm.  
(*4) Número de callos 'nodulares'. 
(*5) Número de callos 'nodulares' con zonas o grupos de células GUS+. 
(*6) Porcentaje de explantes con callos 'nodulares' con respecto a los explantes inoculados. 
(*7) Porcentaje de explantes con callos 'nodulares' que tienen zonas o grupos de células GUS+. 
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Tabla 27. Efecto de un proceso de selección mixto (primera etapa sin presión de selección 
y segunda con 25 mg/l de kanamicina) sobre la extensión de las zonas con expresión del 
gen delator uidA-int en los callos seleccionados (*1). 















Área Gus + 
total              
(*6) 
Área Gus +    
por explante         
(*7) 
Área Gus +    
por callo         
(*8) 
Área Gus +    
por callo Gus+         
(*9) 
B1 
1 día PS(-)  4 
semanas PS(+) 
72 16 14 3475 48,3 217,2 248,2 
B2 
2 días PS(-)  4 
semanas PS(+) 
71 31 26 13538 190,7 436,7 520,7 
B3 
3 días PS(-)  4 
semanas PS(+) 
65 43 34 11898 183,5 276,7 349,9 
B4 
4 días PS(-)  4 
semanas PS(+) 
76 73 42 10833 142,5 148,4 257,9 
B5 
5 días PS(-)  4 
semanas PS(+) 
18 18 12 1706 94,8 94,8 142,2 
 
(*1) El experimento de co-cultivo se llevó a cabo con segmentos de cotiledón del cultivar 
'Marketer' y la cepa C58 de A. tumefaciens que porta el plásmido pBIG121-Hm. 
(*2) Proceso de selección mixto (B): Los explantes se incubaron en medio de inducción de 
organogénesis, primero sin presión selectiva (PS-) durante 1 día (B1), 2 días (B2), 3 días 
(B3), 4 días (B4) y 5 días (B5), y, a continuación, 3-4 semanas en el mismo medio con 
presión de selección (PS+), es decir, con 25 mg/l de kanamicina. 
(*3) Número de explantes inoculados con la cepa C58 de A. tumefaciens que porta el vector 
pBIG121-Hm.  
(*4) Número de callos 'nodulares'.  
(*5) Número de callos 'nodulares' con zonas o grupos de células GUS+. 
(*6) Extensión total del área GUS+ estimada mediante el recuento de píxeles  (resolución de la 
imagen digital: 500,125 píxeles por pulgada (ppi). 
(*7) Extensión del área GUS+ por callo estimada mediante el recuento de píxeles.  
(*8) Extensión del área GUS+ por callo GUS + estimada mediante el recuento de píxeles. 
(*9) Extensión del área GUS+ por callo GUS + estimada mediante el recuento de píxeles. 
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2.1.3.3. Efecto del nitrato de plata y del sulfato de cobre en el medio de inducción de 
organogénesis y del aumento de la concentración de kanamicina en los 
medios de elongación y enraizamiento 
El principal problema que plantea la transformación mediada por Agrobacterium en 
pepino es la alta tasa de escapes. En principio, para disminuir la frecuencia de escapes, la 
solución sería aumentar la concentración del agente selectivo desde la primera fase del 
proceso de selección. No obstante, los experimentos que realizamos en este sentido 
indicaron que cuando se suplementaba el medio de inducción de organogénesis con 50 o 
75 mg/l de kanamicina no se obtenían los resultados deseados y por ello decidimos 
rebajar la concentración de kanamicina a 25 mg/l. Puede que la causa se deba a un escaso 
número de eventos de integración del T-DNA, lo que conduciría a un problema de 
densidad crítica inicial, o quizá la causa estribe en el estrés adicional que genera el 
proceso de selección, lo que ralentizaría el crecimiento y organización de las estructuras 
organogénicas, es decir, las yemas y brotes adventicios.  
A fin de encontrar una solución al problema de la aparición de escapes, en el presente 
experimento decidimos mantener la concentración de kanamicina a 25 mg/l en el medio 
de inducción de organogénesis y aumentar la concentración del agente selectivo a 100 
mg/l tanto en el medio de desarrollo y elongación de brotes como en  la primera fase del 
proceso de enraizamiento de dichos brotes.  
El objetivo del experimento  era  encontrar una solución de compromiso,  de  forma que, 
por un lado, la baja concentración de kanamicina en la fase inicial del proceso de 
selección no inhibiera el desarrollo temprano de las yemas y brotes, al tiempo que el 
aumento de la concentración de agente selectivo en las fases ulteriores disminuyera la 
tasa de escapes y por tanto permitiera una selección efectiva.  
Con todo, para que la estrategia fuera adecuada, deberíamos ser capaces de aumentar no 
tanto la frecuencia de explantes con estructuras organizadas como la calidad de la 
respuesta organogénica, lo que habitualmente estimamos con la variable denominada 
'índice organogénico'. Por ello, recurrimos  a la  adición de nitrato de plata o de sulfato de 
cobre en el medio de inducción de organogénesis, por un lado, y de sulfato de cobre en el 
medio de desarrollo y elongación de los brotes, por otro.        
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Tal y como se comentó en un apartado anterior, se ha descrito que la adición de 1 a 50 
M de nitrato de plata (aproximadamente 0,2 a 8,5 mg/l) al medio de cultivo aumenta la 
respuesta morfogenética en explantes de cotiledón de algunos cultivares de pepino 
(Mohiuddin et al., 1997, 2005) y de melón (Roustan et al., 1992). Teniendo en cuenta los 
resultados obtenidos por otros autores, en el primer apartado de la Tesis evaluamos el 
efecto de diversas concentraciones (0,08, 0,8 y 8 mg/l) de nitrato de plata sobre la 
organogénesis en segmentos de cotiledón de los cultivares 'Marketer', 'Negrito' y 
'Wisconsin 2843'. En los dos primeros cultivares no apreciamos un efecto positivo sobre la 
frecuencia de callos con brotes, pero sí observamos un aumento del índice organogénico, 
una variable que estima la cantidad y calidad de las estructuras organogénicas por callo. 
Curiosamente, los mejores resultados se obtuvieron con 'Wisconsin 2843' (el cultivar de 
menor respuesta), en el que observamos que la adición de nitrato de plata al medio 
duplica tanto el porcentaje de callos con brotes (del 20% al 40%) como el índice 
organogénico (de 0,2 a 0,4). 
Se ha propuesto que los efectos beneficiosos del nitrato de plata estarían relacionados 
con su efecto inhibidor sobre la acción del etileno. En cultivo in vitro, los explantes o 
callos de ciertas especies liberan etileno, lo que provoca su acumulación en los 
recipientes habituales con un intercambio gaseoso limitado (Chi et al., 1991; Chraibi et al., 
1991; Pua, 1993; Mohiuddin et al.,1997, 2005). Es probable que la liberación de etileno a 
partir de las células vegetales aumente en situaciones de estrés. De hecho, el cultivo in 
vitro genera por sí solo una situación de estrés, pero evidentemente el estrés va a ser 
mayor cuando las células se ven sometidas a un proceso de inoculación con 
Agrobacterium, o a la selección durante las subsiguientes etapas de un protocolo de 
transformación. 
Puesto que el nitrato de plata tiene un efecto positivo sobre la respuesta organogénica de 
los explantes de pepino, en particular sobre el índice organogénico, pensamos que la 
adición de 5 M de nitrato de plata (aproximadamente 0,8 mg/l) al medio de inducción 
de organogénesis podría ser beneficiosa en la etapa de selección de las yemas y brotes 
transgénicos.  
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Por otro lado, en el contexto de la Tesis Doctoral de la Dra. García Sogo (1990) se 
comprobó que la adición al medio de cultivo de altas concentraciones de sulfato de cobre 
(desde 0,1 hasta 10 mg/l) generaba un notable incremento de la respuesta organogénica 
en callos de melón procedentes de explantes y de protoplastos. Debido a ello, en el 
contexto del presente trabajo, evaluamos el efecto del cobre en la respuesta 
organogénica de explantes de pepino de los cultivares 'Marketer', 'Negrito' y 'Wisconsin 
2843'. En términos cuantitativos los resultados no fueron tan espectaculares como los 
obtenidos en melón (García-Sogo, 1990), pero aún así la adición de sulfato de cobre tenía 
un efecto beneficioso en pepino. En el cultivar 'Marketer' los mejores resultados se 
obtuvieron en un medio con 1 mg/l de sulfato de cobre, en el cultivar 'Negrito' con 0,2 
mg/l y en 'Wisconsin 2843'en un medio con 5 mg/l. Como acabamos de mencionar, en 
términos cuantitativos el incremento de la respuesta organogénica en los explantes no es 
tan relevante como ocurre en melón. Aún así, lo más destacable en pepino no es tanto el 
aumento en el porcentaje de explantes con respuesta como el efecto positivo del cobre 
en la calidad de la respuesta organogénica, es decir, en el grado de desarrollo de los 
primordios de brotes. Teniendo en cuenta la importancia de este hecho en la fase de 
selección de brotes transgénicos de pepino, decidimos realizar un ensayo en que se 
adicionó 1 mg/l de sulfato de cobre tanto en el medio de inducción de organogénesis 
como en el medio de desarrollo y elongación de los brotes seleccionados.   
Por otro lado, en el experimento descrito en el apartado anterior evaluamos distintas 
formas de llevar a cabo el co-cultivo de los explantes primarios. En concreto, los explantes 
se co-incubaron con Agrobacterium durante 24 horas sin presión de selección y, a 
continuación, se co-cultivaron durante distintos tiempos (1 a 5 días) con presión de 
selección. Lo que observamos fue que la tasa de transformación, transitoria o estable, 
estimada sobre la base de la superficie ocupada por células GUS (+) en los callos 
seleccionados, aumentaba considerablemente (hasta 3 veces) cuando se empleaba 1 día 
sin presión de selección seguido por 2 días con presión de selección. Con el fin de 
corroborar este resultado, en el presente experimento comparamos lo que ocurre cuando 
se emplean estas condiciones con respecto a lo que sucede con un co-cultivo de la misma 
duración pero sin presión de selección. 
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En este experimento utilizamos segmentos de cotiledón de plántulas de tres días, ya que 
el empleo de explantes de plántulas más jóvenes podía ser favorable. Por lo que respecta 
a las restantes condiciones experimentales, no se realizaron cambios importantes. Es 
decir, seguimos utilizando la cepa C58 de A. tumefaciens que porta el vector pBIG121-Hm, 
los explantes de cotiledón del cultivar 'Marketer' se pre-cultivaron durante dos días y la 
suspensión bacteriana en el medio LB se ajustó a una densidad óptica DO600= 0,2-0,3. Lo 
que sí conviene insistir es que, tal y como se ha comentado antes, en el medio de 
inducción de organogénesis (B 25) la concentración de kanamicina fue de 25 mg/l, 
mientras que en los medios de desarrollo y elongación de brotes (FCu) y en el medio de 
enraizamiento (MB3) la concentración fue de 100 mg/l. De añadir que el co-cultivo que se 
había realizado hasta ahora en la cámara de cultivo in vitro en oscuridad completa, se 
pasó a realizar en las condiciones de fotoperiodo estándar de la misma cámara, i.e. , 16 
horas luz/ 8 horas oscuridad (apartado III.2.10), como resultado de un estudio anterior de 
morfogénesis para los tres genotipos ('Wisconsin 2843', 'Marketer' y 'Negrito') en lo cual 
un período previo de oscuridad resultó perjudicial para la regeneración de yemas y 
brotes. 
No se apreciaron importantes diferencias en el porcentaje de callos con brotes en medio 
selectivo, ya que los valores oscilaron entre el 7 % en el medio con 1 mg/l de sulfato de 
cobre y el 9-11 % en el medio suplementado con 0,8 mg/l (5 M) de nitrato de plata 
(Tabla 28; Figura 22). En cambio, sí hubieron notables diferencias en el número de plantas 
seleccionadas como presuntas transgénicas: en el medio con 1 mg/l de sulfato de cobre 
se obtuvieron 7 plantas, mientras que en el medio suplementado con 5 M de nitrato de 
plata el número de plantas seleccionadas osciló entre 18 (co-cultivo mixto de 1 día sin 
presión de selección y 2 días con presión selectiva) y 32 (co-cultivo de 3 días sin presión 
selectiva) (Tabla 28). Aparentemente, los resultados son mejores con un co-cultivo sin 
presión de selección, ya que el porcentaje de callos con brotes y el número de plantas 
seleccionadas dan valores superiores, pero, a cambio, cuando se emplean estas 
condiciones, aparecieron algunos callos contaminados que, como es lógico, se eliminaron 
de forma inmediata. Por este motivo, consideramos que lo mejor es un co-cultivo mixto. 
Se analizó la expresión del delator uidA-int en hojas de algunas plantas seleccionadas 
(Tabla 29). Las cinco plantas que procedían del medio con sulfato de cobre dieron un 
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resultado negativo, por lo que se consideraron como escapes. En cambio, entre las que 
procedían del medio suplementado con nitrato de plata, habían cinco con expresión GUS 
(+). Cuatro de estas cinco plantas dieron un resultado positivo en todas las hojas 
analizadas, por lo que se consideraron como transgénicas, mientras que una de ellas 
(10.1b) dio GUS (+) en algunas hojas y GUS (-) en otras, por lo que probablemente se 
trataba de una quimera con una alternancia de sectores con células wild-type y células 
transgénicas.  
Se controló el callo de procedencia de cada planta, por lo que se pudo estimar la tasa de 
transformación de dos formas distintas. Asumiendo, que cada planta seleccionada derive 
de un evento de integración independiente, la tasa de transformación (i.e. número de 
plantas transgénicas / número de explantes inoculados) oscilaría entre 2,17 % y 3,95 % 
(Tabla 30).  
En principio, las plantas seleccionadas deberían proceder de eventos de integración 
independientes, ya que intentamos elegir los brotes que estaban relativamente alejados 
en el callo seleccionado. Pese a las precauciones que tomamos en este sentido, no cabe 
excluir que en un callo suceda un fenómeno equivalente a lo que en una planta se 
denomina como 'desplazamiento e invasión de capas histogénicas'. Si ocurre tal cosa, 
pese a que dos brotes del mismo callo estén relativamente alejados, puede que deriven 
del mismo evento de integración. Así pues, estimando la tasa de transformación de una 
forma más conservadora (i.e. número de callos que dan al menos una planta transgénica 
con respecto al número de explantes inoculados), los valores oscilarían entre 1,09 % y 
2,63 % (Tabla 30).           
 
  








Tabla 28. Efecto del nitrato de plata y del sulfato de cobre en el medio de inducción de 
organogénesis con presión selectiva (25 mg/l de kanamicina) sobre el porcentaje de 
callos con brotes y el número de plantas seleccionadas como presuntas transgénicas (*1) . 
Co-cultivo 
(*2) 
Medios de inducción 
de organogénesis 
(*3) 
% de callos con brotes(*4) Nº de plantas 
seleccionadas 
(*5) 
respecto al nº de 
explantes 
respecto al nº de 
callos 'nodulares' 
1 día PS(-)  
 
2 días PS(+) 
MIO + 5 M AgNO3 8,70 ± 2,95 8,70 ± 2,95 18 
MIO + 1 mg/l CuSO4 7,04 ± 3,06 7,04 ± 3,06 7 
3 días PS(-) MIO + 5 M AgNO3 10,53 ± 3,54 10,53 ± 3,54 32 
 
(*1) El experimento de co-cultivo se llevó a cabo con segmentos de cotiledón del cultivar 
'Marketer' y la cepa C58 de A. tumefaciens que porta el plásmido pBIG121-Hm. 
(*2)  Número de días de co-cultivo de los explantes sin presión selectiva (PS-) o con presión 
selectiva (PS+). 
(*3) Medio de inducción de organogénesis B25 con 5 M AgNO3 o 1 mg/l CuSO4. En los tres 
casos, el medio de inducción de organogénesis se suplementó con 25 mg/l de kanamicina.   
(*4)  Porcentaje de callos con brotes en el medio de elongación (K02) con 100 mg/l de 
kanamicina. Los datos están referidos al número total de explantes inoculados y al número 
de callos 'nodulares'. El término 'nodular' alude a los callos que originan zonas compactas 
que habitualmente diferencian yemas adventicias. 
















Tabla 29. Análisis de expresión del gen delator uidA-int en plantas seleccionadas tras el 
cultivo en medio de inducción de organogénesis selectivo (25 mg/l de kanamicina), el 
subcultivo en medio de elongación selectivo (100 mg/l de kanamicina) y el 















1 día PS(-)   
 
2 días PS(+) 
MIO + 5 M AgNO3 
nº 3 3.6d - 




MIO + 1 mg/l CuSO4 







3 días PS(-) MIO + 5 M AgNO3 
nº 4 4.3a - 





(*1) El experimento de co-cultivo se llevó a cabo con segmentos de cotiledón del cultivar 
'Marketer' y la cepa C58 de A. tumefaciens que porta el plásmido pBIG121-Hm. 
(*2)  Número de días de co-cultivo de los explantes sin presión selectiva (PS-) o con presión 
selectiva (PS+). 
(*3) Medio de inducción de organogénesis B25 con 5 M AgNO3 o 1 mg/l CuSO4. En los tres 
casos el medio de inducción de organogénesis se suplementó con 25 mg/l de kanamicina. 
(*4) Número del callo seleccionado tras el cultivo en medio de inducción de organogénesis con 
25 mg/l de kanamicina. 
(*5) Código de la planta seleccionada tras el cultivo en medio de inducción de organogénesis 
con 25 mg/l de kanamicina, el subcultivo en medio de elongación selectivo (100 mg/l de 
kanamicina) y el enraizamiento en medio base selectivo (100 mg/l de kanamicina). 
(*6) Análisis de expresión del gen delator uidA-int en hojas de las plantas seleccionadas. Se 
han considerado como positivas (+) aquellas plantas en las que se detectó expresión GUS 
en todas las hojas analizadas. La planta 10.1b se calificó como (±) ya que no se detectó 
expresión GUS en todas las hojas analizadas. 
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Tabla 30. Efecto del nitrato de plata y del sulfato de cobre en el medio de inducción de 
organogénesis con presión selectiva (25 mg/l de kanamicina) sobre la tasa de 




















1 día PS(-)   
 
2 días PS(+) 
MIO + 5 M AgNO3 92 92 100 2 
2,17 %  
(1,09 %) 
MIO + 1 mg/l CuSO4 71 71 100 0 0 




(*1) El experimento de co-cultivo se llevó a cabo con segmentos de cotiledón del cultivar 
'Marketer' y la cepa C58 de A. tumefaciens que porta el plásmido pBIG121-Hm. 
(*2)  Número de días de co-cultivo de los explantes sin presión selectiva (PS-) o con presión 
selectiva (PS+). 
(*3) Medio de inducción de organogénesis B25 con 5 M AgNO3 o 1 mg/l CuSO4. En los tres casos, 
el medio de inducción de organogénesis se suplementó con 25 mg/l de kanamicina. 
(*4) Número de explantes inoculados. 
(*5) Número de callos seleccionados en medio con 25 mg/l de kanamicina a partir de los 
explantes inoculados. 
(*6) Porcentaje de explantes que originan callo en medio selectivo (25 mg/l de kanamicina). 
(*7) Número de plantas  con expresión del delator uidA-int. 
(*8) Tasa de transformación estimada sobre la base del número de plantas GUS (+) con respecto 
a los explantes inoculados. Los porcentajes que aparecen en la parte superior de cada celda 
de la columna se han calculado asumiendo que cada planta con expresión deriva de un 
evento de transformación independiente. Los valores que aparecen entre paréntesis reflejan 
una forma más conservadora de estimar la tasa de transformación, es decir, asumiendo que 



























Figura 22. Primeras etapas en la selección de brotes tras la inoculación 
de explantes del cultivar 'Marketer' con la cepa C58 de Agrobacterium 
tumefaciens que porta el vector pBIG121-Hm. (a) Explantes de 
cotiledón tras el cultivo en el medio de inducción de organogénesis 
suplementado con 5 µM de AgNO3 y 25 mg/l de kanamicina. (b) Brotes 
tras el subcultivo en el medio de elongación de brotes con 100 mg/l de 
kanamicina. 
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2.1.4. Selección con higromicina tras el co-cultivo de explantes primarios de los 
cultivares 'Marketer', 'Negrito' y 'Wisconsin 2843' 
Para intentar evitar el problema que ocasiona la frecuente aparición de escapes en 
pepino, en el experimento anterior incrementamos la concentración de kanamicina (de 
25 a 100 mg/l) tanto en el medio de elongación (FCu) como en el medio de enraizamiento 
(MB3) de los brotes. Gracias a esta modificación del protocolo, al final del proceso de 
selección se obtuvieron algunas plantas transgénicas del cultivar 'Marketer' con expresión 
estable del gen delator uidA-int.  
Una solución alternativa para reducir la tasa de escapes estriba en cambiar el agente 
selectivo, por ejemplo sustituir la kanamicina por higromicina B. Este último antibiótico 
tiene un mayor efecto sobre las células wild-type que la kanamicina, lo que conlleva 
ciertas ventajas y algunos inconvenientes. Por lo respecta a las posibles ventajas, en 
teoría, por su mayor toxicidad, debe ejercer una mayor presión de selección, lo que 
debería reducir la tasa de escapes. No obstante, si el número de eventos de integración 
es bajo, puede haber un problema de densidad crítica inicial, lo que dificultaría el proceso 
de selección, sobre todo en las primeras etapas. Por otro lado, debido a su mayor 
toxicidad, no conviene emplear altas concentraciones de higromicina, lo que puede 
también limitar la eficacia del proceso de selección. 
Para estudiar la adecuación de la higromicina como agente selectivo en pepino, 
realizamos un experimento con los tres cultivares que habíamos venido utilizando en este 
trabajo: 'Wisconsin 2843', 'Marketer', y 'Negrito'. El protocolo de transformación fue 
básicamente el mismo que el empleado en el experimento anterior, aunque con 
pequeños cambios. 
En este caso, utilizamos la cepa LBA4404 de A tumefaciens que porta el vector pBIG121-
Hm. Como ya hemos comentado anteriormente, este vector contiene dos genes 
marcadores (nptII y hpt), lo que posibilita una selección tanto en medios con kanamicina 
como en medios con higromicina. Asimismo, el vector porta el gen uidA-int, lo que 
permite evaluar expresión (transitoria o estable) del delator en las primeras etapas del 
proceso de selección, así como expresión estable al final del mismo, es decir, en las 
plantas  regeneradas.  
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Teniendo en cuenta la mayor toxicidad de la higromicina, en este caso optamos por hacer 
un co-cultivo con la cepa de Agrobacterium sin presión de selección. De forma similar, 
para evitar posibles problemas de densidad crítica inicial en la primera etapa, decidimos 
cultivar los explantes inoculados en el medio de inducción de organogénesis durante dos 
días sin presión de selección y, a continuación, subcultivarlos al mismo medio con 10 mg/l 
de higromicina. Por último, en este caso se utilizó el medio de inducción de organogénesis 
B 25 (MB3 + 2,5  mg/l de 6-BA) o IB 05 25 (MB3 + 0,5 mg/l de IAA + 2,5  mg/l de 6-BA) en 
función del genotipo, lo cual se suplementó con 5 M de nitrato de plata. La adición de 
nitrato de plata estuvo motivada por los buenos resultados del experimento anterior.  
Como era de esperar, el efecto de la higromicina fue mucho más drástico que el de la 
kanamicina. A los pocos días de incubación en medio con 10 mg/l de higromicina, los 
explantes no inoculados (i.e. experimento testigo) pierden totalmente la clorofila, lo que 
hace que adquieran un aspecto amarillento o blanquecino (Figura 23). No se apreció 
ningún tipo de crecimiento en las zonas de corte o en cualquier otra parte de los 
explantes no inoculados.  
La mayor parte de la superficie de los explantes inoculados con Agrobacterium  también 
adquiere un aspecto clorótico, pero en este caso aparecen algunas zonas de crecimiento, 
primero desorganizado y más tarde organizado. Por comparación, el crecimiento de estas 
zonas es considerablemente más lento que cuando se realiza la selección en medio con 
kanamicina.  
El desarrollo de estructuras organizadas en medio con higromicina requiere dos o más 
subcultivos en medio FCu selectivo. Como puede verse en la Figura 24, en el segundo 
subcultivo en este medio, algunos callos inicialmente seleccionados pierden el color 
verde, lo que puede reflejar eventos de expresión transitoria, mientras que otros crecen 
de forma vigorosa y mantienen el color verde, lo que puede implicar una integración 
estable del T-DNA.   
El porcentaje de callos con brotes seleccionados en medio con higromicina osciló entre, 
aproximadamente, el 2 % y el 7 %, dependiendo del cultivar o línea de pepino (Tabla 31). 
Al final del experimento se seleccionaron 6 plantas del cultivar 'Negrito', 15 de la línea 
'Wisconsin 2843' y 19 del cultivar 'Marketer' (Tabla 31). 
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Los análisis de expresión del delator uidA-int  en hojas de las plantas seleccionadas (Figura 
25) mostraron que todas las del cultivar 'Marketer' eran escapes (Tabla 32), lo que indica 
que la selección con higromicina es mucho menos adecuada en este cultivar que la 
selección con kanamicina, que sí condujo a la obtención de plantas transgénicas. Los 
análisis de expresión en hojas de plantas del cultivar 'Negrito' dieron también un 
resultado negativo.  
En cambio, 5 de las 15 plantas seleccionadas de la línea 'Wisconsin 2843' exhibían una 
expresión consistente GUS (+) (Tabla 32 y Figura 25), lo que revela que para esta línea la 
selección con higromicina sí es adecuada.  
Curiosamente, los estudios que habíamos realizado en el primer apartado de esta Tesis 
habían indicado que el potencial morfogenético de esta línea es menor que el de los otros 
dos cultivares. A pesar de ello, el empleo de higromicina como agente selectivo permitió 
la obtención de plantas transgénicas de 'Wisconsin 2843'. 
En el caso de 'Wisconsin 2843' cada planta transgénica deriva de un callo distinto, por lo 
que da igual estimar la tasa de transformación con respecto a los explantes inoculados o a 
los callos seleccionados. En concreto, la tasa de transformación en la  línea 'Wisconsin 
2843' tras la selección con higromicina B fue del 5,2 % (Tabla 33), lo que, teniendo en 
cuenta las dificultades que ofrece el pepino en este tipo de experimentos, es un resultado 
muy satisfactorio.       
Por otro lado, cuando se rastrea el origen de las plantas de 'Wisconsin 2843', se aprecia 
que, a partir del mismo callo seleccionado, aparecen tanto escapes como plantas 
transgénicas (Tabla 32). Esto sugiere que en el callo inicialmente seleccionado había una 
mezcla de células transgénicas y no transgénicas, es decir, se trataba de un callo 
quimérico.  
Debido a la estructura del callo, es posible que a lo largo del proceso de regeneración se 
diferencien yemas adventicias por concrescencia y asociación de ambos tipos celulares y 
que las células wild-type (sensibles al agente selectivo) se mantengan debido a la 
protección cruzada conferida por las células transgénicas (resistentes al agente selectivo). 
Esto podría originar una planta quimérica, probablemente, de tipo mericlinal o sectorial 
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(ver Figura 27 en el apartado de Discusión). Por este motivo, el cultivo del ápice terminal 
y de las yemas axilares de esta planta en medio de enraizamiento podría dar lugar a tres 
tipos de plantas: wild-type (i.e. escapes), transgénicas y quimeras.   
Si nuestra hipótesis es correcta, el problema que ocasiona la frecuente aparición de 
escapes se podría solventar realizando el proceso de propagación no solo a partir del 
ápice terminal (que es lo que hacíamos en la mayor parte de los casos), sino también de 
todas las yemas axilares de la planta inicialmente seleccionada. De esta forma, se podría 
llegar a segregar una o más plantas transgénicas a partir de la quimera seleccionada 
inicialmente (ver Figura 29 en el apartado de Discusión).  
Una solución alternativa consistiría en cultivar explantes de todas las hojas de cada planta 
seleccionada en medio de inducción de organogénesis con presión de selección 
(kanamicina o higromicina) para identificar los brotes adventicios y las plantas que 












Figura 23. Efecto de 10 mg/l de hogromicina sobre explantes 
de cotiledón del cultivar 'Marketer' que no fueron inoculados 
con Agrobacterium 
 








Tabla 31. Porcentaje de callos con brotes y número de plantas 
presuntamente transgénicas tras la selección con higromicina B  (*1) . 
Cultivar 
% de callos con brotes(*2) 
Nº de plantas 
seleccionadas(*3) respecto al nº de 
explantes 
respecto al nº de 
callos 'nodulares' 
'Marketer' 2,44 ± 1,21 3,20 ± 1,58 19 
'Wisconsin' 7,29 ± 2,67 7,78 ± 2,84 15 
'Negrito' 1,68 ± 1,18 2,86 ± 2,01 6 
 
(*1) El co-cultivo de explantes primarios se llevó a cabo con segmentos de 
cotiledón de los cultivares 'Marketer', 'Wisconsin 2843' y 'Negrito' y la cepa 
LBA4404 de A. tumefaciens que porta el plásmido pBIG121-Hm. 
 (*2) Porcentaje de callos con brotes en el medio de elongación (FCu) con 10 mg/l 
de higromicina B. Los datos están referidos al número total de explantes 
inoculados y al número de callos 'nodulares' (i.e. callos que originan zonas 
compactas que habitualmente diferencian yemas adventicias). 
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Figura 25. Ensayo histoquímico con X-Gluc de la expresión del gen delator uidA-
int en explantes de hoja de plantas seleccionadas en medio con higromicina.     
a) La ausencia de expresión en hojas de las plantas del cv. 'Negrito' (1a - f) indicó 
que todas ellas eran escapes; b) Entre las plantas de la línea 'Wisconsin 2843' 
(2a-p), algunas no mostraron expresión (escapes), otras solo exhibían una 
expresión GUS en ciertas zonas de la hoja (presuntas quimeras), mientras que 


























Figura 24. Selección de callos y plantas del cultivar 'Marketer' en medio con 
higromicina B. (a) Callos tras el segundo subcultivo en medio con 10 mg/l de 
higromicina. (b) Plantas seleccionadas tras la selección con higromicina. 
 
Resultados y discusión    207 
 
Tabla 32. Análisis de expresión del gen delator uidA-int en plantas 






















































nº 16 16.6a + 




Tabla 32. Análisis de expresión del gen delator uidA-int en plantas 





















 (*1) El co-cultivo de explantes primarios se llevó a cabo con segmentos de 
cotiledón de los cultivares 'Marketer', 'Wisconsin 2843' y 'Negrito' y la 
cepa LBA4404 de A. tumefaciens que porta el plásmido pBIG121-Hm. 
(*2) Número del callo seleccionado tras el cultivo en medio de inducción de 
organogénesis con 10 mg/l de higromicina. 
(*3) Código de la planta seleccionada tras el cultivo en medio de inducción 
con 10 mg/l de higromicina y diversos subcultivos en medio de 
elongación con 10 mg/l de higromicina.  
(*4) Análisis de expresión del gen delator uidA-int en hojas de las plantas 
seleccionadas. Se han considerado como positivas (+) aquellas plantas en 
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Tabla 33. Tasa de transformación genética tras la selección en medio con 10 

















'Marketer' 164 125 76,2 0 0 
'Wisconsin' 96 90 93,8 5 
5,21 % 
(5,21 %) 
'Negrito' 119 70 58,8 0 0 
 
(*1) El co-cultivo de explantes primarios se llevó a cabo con segmentos de cotiledón 
de los cultivares 'Marketer', 'Wisconsin 2843' y 'Negrito' y la cepa LBA4404 de A. 
tumefaciens que porta el plásmido pBIG121-Hm. 
(*2) Número de explantes inoculados. 
(*3) Número de callos seleccionados en medio con 10 mg/l de higromicina a partir 
de los explantes inoculados. 
(*4) Porcentaje de explantes que originan callo en medio selectivo (10 mg/l de 
higromicina). 
(*5) Número de plantas con expresión del delator uidA-int. 
(*6) Tasa de transformación estimada sobre la base del número de plantas GUS (+) 
con respecto a los explantes inoculados. El porcentaje que aparece en la parte 
superior de la celda de la columna se ha calculado asumiendo que cada planta 
con expresión deriva de un evento de transformación independiente. El valor 
que aparece entre paréntesis refleja una forma más conservadora de estimar la 
tasa de transformación, es decir, asumiendo que las plantas GUS (+) que 



















Aunque se han publicado diversos trabajos sobre la obtención de plantas transgénicas de 
pepino, la eficacia de los métodos de transformación sigue siendo baja (Wang et al., 
2015), por lo que algunos autores consideran al pepino como una especie recalcitrante 
(Nanasato et al., 2013; Fraenkel, 2014).  
Al igual que ocurre con otras muchas especies, la aproximación más habitual a la hora de 
abordar la transformación genética en pepino es el co-cultivo de explantes primarios con 
Agrobacterium tumefaciens. Los problemas a la hora de utilizar este método para la 
transferencia de genes en pepino son múltiples, pero los principales estriban en el efecto 
que tienen los tratamientos habituales (e.g. inoculación y co-cultivo con Agrobacterium) 
sobre la tasa de regeneración, la escasa adecuación de las estrategias de selección, las 
dificultades para estimar la tasa de  transformación y, por encima de todo, la alta 
frecuencia de escapes.  
Por si fuera poco, en el caso del pepino hay problemas adicionales como, por ejemplo, la 
floración temprana asociada a condiciones de fotoperiodo largo, que dificulta 
notablemente la selección de las plantas transgénicas en las últimas etapas del proceso 
(e.g. elongación de los brotes y enraizamiento en medios con presión selectiva).  
Teniendo en cuenta la situación existente, en primer lugar se hará una discusión sobre los 
resultados obtenidos en los experimentos de transformación que hemos llevado a cabo 
en el contexto de esta Tesis y, a continuación, se comentará de forma más amplia la 
problemática en torno a las posibles causas de aparición de escapes. Esta segunda parte 
de la discusión no se enfocará de manera exclusiva en la especie objeto del presente 
trabajo, sino más bien a nivel general para tratar de entrever algunas soluciones que 
puedan ser de utilidad en futuros experimentos de transformación con el pepino.     
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2.2.1. Co-cultivo de explantes primarios 
La fase de inoculación de los explantes con Agrobacterium puede ser determinante en el 
resultado final de un experimento de transformación (Kose y Koç, 2003; Yin et al., 2005a; 
Kim et al., 2010; Nanasato et al., 2013). A la hora de diseñar la fase inoculación hay que 
tener en cuenta diversos aspectos, tales como la elección de la cepa de Agrobacterium, el 
ajuste de la concentración de bacterias, la duración del proceso y la forma de llevarlo a 
cabo. Si, por la razón que sea, el diseño de esta fase es inadecuado se pueden 
desencadenar una serie de efectos negativos como, por ejemplo, un crecimiento excesivo 
de la bacteria, lo que suele dificultar el proceso de erradicación con antibióticos, una 
respuesta necrótica de los explantes o, lo que es más habitual, un descenso de la tasa de 
regeneración (Yin et al., 2005a; He et al., 2008; Nanasato et al., 2013). 
Por lo que respecta al primer punto, en este trabajo optamos por utilizar las cepas 
LBA4404 y C58 de Agrobacterium. En conjunto, los resultados indicaron que ambas cepas 
son adecuadas para el pepino. Cuando se utiliza la cepa C58 conviene aumentar la 
concentración de cefotaxima tanto en el lavado de los explantes como en los medios que 
se utilizan durante la etapa de selección, pero ello no genera mayores problemas ya que 
este antibiótico no tiene un efecto negativo sobre la organogénesis. En cualquier caso, si 
hubiera que elegir una cepa, nos quedaríamos con la LBA4404. 
Por lo que respecta a la densidad óptica, la mayor parte de autores coincide en que hay 
que evitar que la bacteria haya llegado a la fase estacionaria, pero no todos coinciden en 
el valor óptimo de la densidad óptica. Algunos recomiendan valores que se correspondan 
con la fase media del crecimiento exponencial (Bondt et al., 1994, 1996), otros se inclinan 
por valores asociados a la fase temprana (Qiu et al., 2007; Dutt y Grosser, 2009; Tian et 
al., 2013) y algunos otros opinan que los valores óptimos dependen de la cepa de 
Agrobacterium (Islam et al., 2010). En nuestro caso, al principio ajustamos la densidad 
óptica de la suspensión bacteriana a valores relativamente altos (DO600 = 0,7-0,8), por si la 
mayor concentración de bacterias podía incrementar la tasa de transformación, pero en 
los siguientes experimentos la densidad óptica de la suspensión bacteriana se ajustó a 
0,2-0,3, a fin de estar seguros de que la bacteria estuviera en la fase temprana de 
crecimiento exponencial y no hubiera llegado a la fase estacionaria.  
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Ensayamos distintos periodos de co-cultivo a lo largo de los experimentos realizados. La 
mayor duración del co-cultivo conduce a un mayor porcentaje de callos con grupos de 
células GUS (+), pero en estas condiciones es más difícil erradicar la bacteria, lo que obliga 
a eliminar algunos callos que, al menos en principio, podían haber dado plantas  
transgénicas. En nuestra opinión, el mejor compromiso (i.e. frecuencia de callos con 
brotes seleccionados y ausencia de contaminación) se consigue con un periodo de co-
incubación de dos o tres días. 
Por lo que respecta a esta fase, ensayamos también una nueva modalidad, a la que  
denominamos  co-cultivo 'mixto', que consistía en inocular durante un día sin presión de 
selección, seguido de un periodo variable (uno a cinco días) con presión selectiva (25 mg/l 
de kanamicina). Los resultados mostraron que la frecuencia de explantes que originan 
callos GUS (+) fue mayor cuando los segmentos de cotiledón se co-cultivaron durante dos 
o más días con presión de selección (65 - 70%). Además, en este experimento, intentamos 
estimar la superficie ocupada por grupos de células con expresión del delator mediante 
recuento del número de píxeles. Los resultados indicaron que la superficie total ocupada 
por células con expresión del delator es tres veces mayor con un co-cultivo de dos días 
con presión selectiva respecto a lo que ocurre con un solo día.  
Así pues, si se utiliza un co-cultivo convencional (i.e. sin presión selectiva), los mejores 
resultados se obtienen con un periodo de dos o tres días. Si, en cambio, se opta por un 
co-cultivo mixto, lo mejor es incubar durante un día sin presión de selección y dos días 
con presión selectiva. Al comparar los resultados de ambos sistemas (co-cultivo 
convencional o mixto) con la misma duración (3 días en ambos casos), no se registraron 
diferencias entre los dos, aunque, eso sí, en el segundo caso obliga a preparar dos medios 
(sin y con agente selectivo) y subcultivar los explantes a las 24 horas.  
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2.2.2. Medios de cultivo para la inducción de organogénesis y elongación de los brotes 
adventicios 
Para inducir la regeneración en cultivo in vitro, el diseño del medio de cultivo es clave; no 
obstante, lo es más aún, si cabe, cuando lo que se persigue es la obtención de plantas 
transgénicas. En efecto, cuando se realiza un experimento de transformación mediada 
por Agrobacterium en una determinada secuencia de medios lo que cabe esperar es que 
disminuya la tasa de regeneración debido a factores tales como el estrés adicional que 
genera la infección y el co-cultivo con la bacteria, el posible problema de densidad crítica 
inicial en la primera etapa de la selección (i.e. si el número de eventos de integración es 
bajo, el número inicial de células capaces de división y regeneración es escaso) y el efecto 
que pueda tener el agente selectivo en las propias células transgénicas. Esto último puede 
parecer una contradicción porque, salvo que haya un problema de silenciamiento génico, 
la célula que haya experimentado un evento de integración va a expresar el gen 
marcador; aún así, el agente selectivo puede tener un efecto negativo, que será mayor o 
menor dependiendo de su naturaleza (e.g. la higromicina tiene un efecto mucho más 
drástico sobre las células vegetales que la kanamicina). 
2.2.2.1. Reguladores del crecimiento 
En función de los resultados obtenidos en la primera parte del trabajo ('Respuesta 
Morfogenética en Explantes de Pepino'), seleccionamos dos medios para inducir la 
organogénesis tras el co-cultivo de los explantes con Agrobacterium. Los dos tenían en 
común el medio base (MB3; Moreno et al., 1985) y diferían en los reguladores de 
crecimiento: B25 (2,5 mg/l de 6-benciladenina); IB 05 25 (0,5 mg/l de ácido indol-3-
acético + 2,5 mg/l de 6-benciladenina).  Posteriormente en el apartado de transformación 
genética se probó el medio IB 005 25 (0,05 mg/l de ácido indol-3-acético + 2,5 mg/l de 6-
benciladenina), con una composición aproximada a los anteriores. 
Tras efectuar distintos ensayos de transformación y comparar los resultados obtenidos, 
nuestra conclusión es que se pueden utilizar los tres medios, ya que no hay diferencias 
sustanciales en cuanto al número de callos con brotes o el número de plantas 
seleccionadas al final del proceso.  
 
Resultados y discusión    214 
 
 
2.2.2.2. Nitrato de plata 
Con relación a la composición de los medios de cultivo, ensayamos también el efecto de 
componentes no habituales, como el nitrato de plata, a fin de solventar algunos 
problemas inherentes a la transformación genética.  
El cultivo in vitro genera una situación de estrés, lo que tiene un profundo efecto sobre la 
respuesta de las células vegetales y la variación asociada a procesos de morfogénesis 
indirecta. Hay dos fuentes de variación somaclonal: la preexistente en el material de 
partida (e.g. acumulación de mutaciones en las células somáticas, mixoploidía de los 
explantes primarios, quimerismo inicial) y la inducida a lo largo del cultivo in vitro (e.g. 
mutaciones puntuales por desaminación de citosinas metiladas, cambios estructurales y 
numéricos por anomalías en la mitosis, cambios puntuales y estructurales debido al 
movimiento de elementos transponibles, variación epigenética heredable, etc.).  
En relación con la variación inducida en procesos de morfogénesis indirecta, ahora suele 
utilizarse la expresión de 'choque genómico por estrés', un término que en realidad fue 
propuesto hace años por Barbara McClintock en la conferencia magistral que dio con 
motivo de la concesión del Premio Nobel (McClintock, 1984 - Nobel lecture presented, 8 
December 1983). Conviene enfatizar que todas las causas de la 'variación somaclonal 
inducida in vitro' no son específicas del cultivo in vitro, ya que in vivo también se 
acumulan mutaciones puntuales por desaminación de citosinas metiladas o el 
movimiento de elementos transponibles, hay cambios epigenéticos heredables y, por  
supuesto, toda la gama de cambios estructurales y numéricos. Lo que ocurre in vitro es 
que la situación de estrés aumenta la tasa de variación y de ahí el  término de 'choque 
genómico por estrés'. El problema es que, por los motivos mencionados al principio de 
este apartado, la transformación mediada por Agrobacterium genera un estrés adicional y 
esto afecta no solo a la tasa de variación, sino también al proceso de regeneración a partir 
de las células transgénicas.  
Por otro lado, las células vegetales liberan etileno en cultivo in vitro, lo que provoca su 
acumulación en recipientes con un intercambio gaseoso limitado (Chi et al., 1991; Chraibi 
et al., 1991; Pua, 1993; Mohiuddin et al., 1997, 2005). La liberación de etileno genera una 
serie de efectos negativos sobre la morfogénesis in vitro (Chi y Pua 1989; Chraibi et al., 
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1991; Pua, 1993; Bhalla y Smith 1998; Zhang et al., 2000; Curtis et al., 2004) y supone un 
factor adicional de estrés.  
Se ha descrito que la adición de concentraciones moderadas (1 a 50 M) de nitrato de 
plata al medio de cultivo aumenta la respuesta morfogenética en explantes de pepino 
(Mohiuddin et al., 1997, 2005), melón (Roustan et al., 1992) y otras especies (Chi y Pua, 
1989; Chi et al., 1991; Chraibi et al., 1991; Palmer, 1992; Hyde y Phillips, 1996; Eapen y 
George, 1997; Hu et al., 1999; Fei et al., 2000; Zhang et al., 2001b; Curtis et al., 2004) y se 
ha propuesto que su efecto beneficioso estaría principalmente relacionado con una 
inhibición sobre la síntesis de etileno (Turhan, 2004; Kumar et al., 2009).  
Por este motivo, evaluamos el efecto de la adición de 0,8 mg/l (5 M) de nitrato de plata 
al medio de inducción de organogénesis tras el co-cultivo de explantes de pepino con 
Agrobacterium. El porcentaje de callos con brotes seleccionados fue satisfactorio (osciló 
entre 9 y 11%) pero lo más notable fue su efecto beneficioso sobre el desarrollo de las 
yemas y brotes adventicios, es decir sobre la calidad de la respuesta organogénica. De 
hecho, en nuestra opinión, la adición de nitrato de plata al medio de inducción fue uno de 
los factores más relevantes en la obtención de algunas plantas transgénicas del cultivar 
'Marketer'.  
Por lo que nosotros sabemos, esta es la primera vez que se describe el efecto beneficioso 
del ión plata sobre la obtención de plantas transgénicas de un cultivar de pepino. Sin 
embargo, tras efectuar la revisión bibliográfica, hemos encontrado dos referencias en 
experimentos de transformación con especies muy alejadas. En concreto, se ha descrito 
que la adición de nitrato de plata al medio fue muy positiva en experimentos de 
transformación mediada por Agrobacterium con el híbrido 'Fuji' de manzano  (Seong et 
al., 2005) y con un genotipo ('Stella') de cerezo (Sgamma et al., 2015).      
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2.2.2.3. Sulfato de cobre 
García-Sogo (1990) descubrió que la adición de 1 mg/l de sulfato de cobre, 40 veces más 
de la concentración recomendada en la solución de Murashige y Skoog (1962), 
incrementaba sustancialmente la respuesta organogénica en callos procedentes de 
explantes y de protoplastos de melón. Desde entonces se han publicado diversos trabajos 
en los que se ha descrito un efecto positivo del cobre en la respuesta morfogenética de 
especies diversas (Purnhauser, 1991; Purnhauser y Gyulai, 1993; Ghaemi et al., 1994; 
Dahleen, 1995; Castillo et al., 1998; Ellul et. al., 2003). 
Sigue sin estar claro en qué se fundamenta el efecto positivo del ión cobre en la respuesta 
organogénica. Los resultados de nuestro grupo sugieren que el cobre tiene un efecto 
mimético al de ciertas citoquininas, o refuerza su acción  (Dr. Moreno, comunicación 
personal). Otros autores atribuyen su efecto positivo al hecho de que el ión cobre es un 
componente o cofactor de enzimas implicadas en el transporte de electrones, la 
biosíntesis de carbohidratos o el metabolismo de los polifenoles (Purnhauser y Gyulai, 
1993). Su presencia en enzimas que intervienen en los procesos de detoxificación de 
radicales de oxígeno activos (ROS) podría ser relevante. De hecho, se ha comprobado que 
ciertas enzimas implicadas en la detoxificación de ROS incrementan su actividad en 
respuesta a una dosis adicional de cobre (Lyszcz et al., 1976; Walker y Loneragan, 1981; 
Loneragan et al., 1982). El incremento de la actividad de estas enzimas podría mejorar la 
respuesta organogénica de forma directa (suponiendo que estuvieran implicadas en la 
organogénesis de una u otra forma), o indirecta, limitando la acumulación de polifenoles 
o el nivel de estrés generado por el propio cultivo in vitro.  
Por lo que se refiere a los trabajos de nuestro grupo, la adición de 1 mg/l de sulfato de 
cobre en los medios de inducción y elongación es un factor esencial a la hora de obtener 
plantas transgénicas de melón (García-Sogo, 1990; Bordás et al., 1997). De forma similar, 
en los experimentos de transformación genética en sandía conviene utilizar esta misma 
concentración de cobre (Ellul, 2002; Ellul et al., 2003, 2007). Por lo que se refiere a 
trabajos de otros grupos, se ha descrito que la adición de 1,25 mg/l de sulfato de cobre 
tiene un efecto positivo en la obtención de plantas transgénicas de cebada (Cho et al., 
1998) y de sorgo (Wu et al., 2014).          
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En relación con la transformación genética en pepino, la presencia de una alta 
concentración de cobre en los medios que se emplean en la etapa de selección de brotes 
transgénicos podía ser particularmente relevante por su posible papel como mimético o 
estimulador de la acción de citoquininas, así como por su aparente implicación en la 
detoxificación de ROS. Por ello, evaluamos el efecto de la adición de 1 mg/l de sulfato de 
cobre tanto en el medio de inducción de organogénesis como en el medio de elongación. 
Los resultados indicaron que la adición de esta concentración de ión cobre en la fase de 
inducción no tiene un efecto positivo ni negativo; en cambio, cuando se añade en la fase 
de elongación mejora la calidad de la respuesta, lo que facilita la selección de brotes en 
medio selectivo.  
2.2.3. Selección de plantas transgénicas de pepino 
Tal y como se comentó en la 'Introducción', el gen nptII es el marcador más 
frecuentemente utilizado en experimentos de transformación en los que se emplea una 
estrategia de selección negativa. Por lo que respecta al pepino, ocurre lo mismo, ya que la 
mayor parte de autores se ha decantado por el uso de este gen. En la exhaustiva revisión 
de Yin et al. (2005a) se describen los marcadores empleados hasta tal fecha para llevar 
una a  cabo una selección 'negativa'. De los 42 trabajos que citan, en 30 se utilizó el gen 
nptII (resistencia a kanamicina), en 7 el gen hpt (higromicina) y en 5 el gen bar 
(fosfinotricina). Además, los autores del mencionado artículo citan 11 experimentos 
realizados en el laboratorio del Dr. Stefan Malepszy con una línea de pepino casi pura 
('Borszczagowski'). Con independencia del objetivo perseguido en cada caso, en 10 de 
estos experimentos utilizaron el gen nptII y en tan solo uno el gen hpt. Como se indica en 
una revisión más reciente (Wang et al., 2015), el marcador utilizado de forma mayoritaria 
en el caso del pepino sigue siendo el gen nptII. En nuestra revisión de 73 trabajos de 
transformación genética en pepino el marcador más utilizado fue igualmente el gen nptII. 
Por lo que respecta al empleo de un sistema de selección positiva en pepino, conviene 
mencionar el artículo de He et al. (2006). Según estos autores, las células transgénicas de 
pepino que expresaban el gen pmi eran las únicas capaces de crecer en medio con 
manosa como fuente de carbono. Con todo, la selección más efectiva se logró en medio 
con 10 g/l de manosa y 10 g/l de sacarosa. Los autores mencionan que, con esta 
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estrategia, la tasa de transformación era del 23%, una cifra que parece muy optimista y 
que además es un tanto discutible, ya que la estima se realizó a partir de tan solo 22 
explantes inoculados. 
Teniendo en cuenta los resultados previos, decidimos utilizar el gen nptII en la mayor 
parte de los experimentos de transformación. En primer lugar, evaluamos el efecto de 
distintas concentraciones de kanamicina (25, 50 y 75 mg/l) en los medios de inducción y 
elongación de brotes. En el caso del cultivar 'Marketer' solo llegamos a seleccionar 
plantas transgénicas con 25 mg/l de kanamicina y, a partir de ahí, elegimos esta 
concentración del agente selectivo en la fase de inducción de organogénesis.  
Cuando se revisan los artículos sobre transformación mediada por Agrobacterium en 
pepino, se aprecia que no hay acuerdo sobre cuál es la concentración de kanamicina más 
adecuada en la fase de selección. En algunos de los primeros trabajos publicados (Trulson 
et al., 1986; Sarmento et al., 1992) se indicaba que el empleo de 25 mg/l de kanamicina 
conducía a un excesivo número de escapes. Sin embargo, Vasudevan et al. (2002) 
eligieron esta misma concentración de agente selectivo y sus resultados fueron 
satisfactorios. Otros autores han optado por una concentración de 50 mg/l (Kose y Koç, 
2003; Nanasato et al., 2013) y algunos otros han llegado a utilizar 100, 150 e incluso 200 
mg/l de kanamicina en la etapa de selección (Rajagopalan y Perl-Treves, 2005; Selvaraj et 
al., 2010; Wang et al., 2013). Muy probablemente la concentración de kanamicina más 
adecuada depende de las condiciones particulares del experimento y, sobre  todo, del 
genotipo empleado. 
Ensayamos también el efecto de lo que denominamos como un proceso de 'selección 
mixto', en el que los explantes se incubaron en medio de inducción de organogénesis, 
primero sin presión selectiva (1 a 5 días) y luego durante 3-4 semanas en el mismo medio 
con 25 mg/l de kanamicina. El porcentaje de explantes con callos GUS (+) fue 
aumentando a medida que se alargaba el periodo sin presión de selección. Cuando se 
estimó la superficie total ocupada por grupos de células GUS (+) las conclusiones fueron 
básicamente las mismas. Los resultados sugieren, pues, que el mantenimiento de los 
explantes en el medio inductor de organogénesis sin presión selectiva durante un corto 
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periodo (2 a 4 días) puede ser favorable, al menos en lo que se refiere al número de 
células o grupos de células con expresión del delator.  
Por otro lado, para intentar reducir la  tasa de escapes, realizamos otro experimento en el 
que, tras una fase de inducción de organogénesis en medio con 25 mg/l de kanamicina, se 
aumentó la dosis de este agente selectivo a 100 mg/l tanto en el medio de elongación 
como en el medio de enraizamiento de las plantas seleccionadas. El aumento de  la 
concentración de kanamicina en esta fase, junto con la adición de nitrato de plata al 
medio, fueron probablemente los cambios más determinantes a la hora de obtener 
plantas transgénicas del cultivar 'Marketer'.     
En definitiva, el empleo de kanamicina como agente selectivo permitió la obtención de 
plantas transgénicas de pepino, aunque no evitó la aparición de escapes. Por ello, 
realizamos un experimento adicional en el que evaluamos la adecuación de la higromicina 
como agente selectivo. Pese a que el modo de acción de estos antibióticos es similar 
(ambos inhiben la elongación de los polipéptidos durante la síntesis proteica), la 
higromicina tiene un efecto más drástico sobre las células vegetales y por ello suele 
utilizarse a menor concentración, no solo en el caso del pepino (Wang et al., 2015) sino 
también en otras especies. 
Nosotros optamos por una concentración de 10 mg/l de higromicina en el experimento 
que realizamos con los tres cultivares que habíamos venido utilizando ('Marketer', 
'Negrito' y 'Wisconsin 2843'). No tuvimos éxito con los dos primeros cultivares pero, en 
cambio, sí logramos seleccionar plantas transgénicas de la línea 'Wisconsin 2843'. 
Curiosamente, esta línea fue la que mostró una menor respuesta organogénica en los 
estudios realizados en la primera parte de este trabajo. Los resultados sugieren, pues, que 
el agente selectivo más adecuado depende no solo de las condiciones particulares del 
experimento, sino también del genotipo empleado. 
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2.2.4. Estimación de la tasa de transformación en pepino 
En este trabajo optamos por la elección del gen uidA-int como delator. Sobre la base de 
este sistema, evaluamos la expresión GUS (+ o -) en distintas fases del proceso de 
selección, así como en las plantas seleccionadas como presuntas transgénicas. La 
expresión del delator y sobre todo la cuantificación o estimación de la superficie ocupada 
por grupos de células GUS (+) en los callos seleccionados fue muy útil a la hora de evaluar 
el efecto de diversos cambios en el protocolo experimental. No obstante, aunque la 
expresión GUS a este nivel da una idea preliminar del efecto de dichos cambios, no 
permite predecir cuál va a ser el resultado final del experimento, es decir, no aporta datos 
concretos sobre la tasa de transformación.     
Algunos autores estiman la tasa de transformación sobre la base del porcentaje de 
explantes que originan callos con yemas o brotes adventicios en medio selectivo. Esto 
explica el que en algunos artículos se citen tasas de transformación en pepino del 10-15-
20 %, o incluso más elevadas. En nuestra opinión, esto no es correcto, primero, porque no 
es lo mismo hacer la estima en el medio de inducción que en el medio de elongación y, en 
segundo lugar, porque las cifras bajan de forma drástica cuando se analizan las plantas de 
pepino seleccionadas como presuntas transgénicas.  
Nosotros tratamos de hacer estimas que pudiéramos considerar fiables. Para ello, en la 
primera fase del trabajo, aparte del análisis por PCR (del que luego haremos un 
comentario), intentamos realizar la estima sobre la base de tres ensayos en las plantas de 
pepino seleccionadas como presuntas transgénicas: test de expresión del delator en hojas 
de dichas plantas, evaluación de la resistencia al agente selectivo en explantes de hoja 
('test de explante') y enraizamiento del ápice de cada planta en medio con agente 
selectivo ('test de ápice').   
La experiencia del grupo con diversas especies hortícolas (tomate, melón, sandía, 
calabacín, etc.) y plantas ornamentales (Ficus, Kalanchoe, Pelargonium, Saintpaulia, etc.) 
indica que son métodos robustos que dan resultados fiables. Por desgracia, el pepino es 
una especie peculiar y hay que reconocer que al principio no entendíamos los resultados 
discrepantes cuando a veces empleábamos estos tres ensayos con una misma planta 
seleccionada. 
Resultados y discusión    221 
 
Por lo que se refiere a los dos primeros ensayos (expresión del delator o de la resistencia 
al agente selectivo en segmentos de hoja de las plantas de pepino consideradas como 
presuntas transgénicas), nuestra conclusión es que conviene interpretarlos con cuidado 
porque pueden dar resultados distintos si se realizan con las plantas inicialmente 
seleccionadas o tras sucesivas rondas de propagación clonal a partir de dichas plantas. El 
motivo estriba en que, es probable que algunas de estas plantas sean quimeras.  
En general, cuando aplicamos estos ensayos en plantas presuntas transgénicas de las 
especies hortícolas u ornamentales antes mencionadas, el resultado es: sí o no. En 
cambio, cuando realizábamos estos ensayos en las plantas de pepino inicialmente 
seleccionadas como presuntas transgénicas el resultado solía ser: ni sí, ni no. Lo que solía 
aparecer era un resultado intermedio que generaba dudas.  
Es decir, en el análisis de expresión del delator no aparecía una expresión GUS (+) en la 
mayor parte o en toda la superficie del explante (que es lo que solemos considerar como 
resultado positivo), sino en alguna o algunas zonas del explante. De la misma manera, 
cuando una planta es transgénica, lo que cabe esperar en el 'test de explante' (resistencia 
al agente selectivo) es que el crecimiento y la organogénesis sean idénticos (o muy 
similares) a los de los explantes del wild-type en medio no selectivo. En cambio, cuando 
realizábamos este ensayo en segmentos de hoja de las plantas de pepino inicialmente 
consideradas como transgénicas lo que ocurría es que solo había crecimiento, 
desorganizado u organizado, en zonas muy localizadas del explante, razón por la cual al 
principio estas plantas se consideraron como escapes. Con el tiempo, este tipo de 
respuesta fue el que nos dio la pista de que estas plantas, o algunas de ellas, podían ser 
quimeras.               
Por lo que respecta al 'test de ápice', ocurría algo similar. El 'test de ápice' se basa en la 
capacidad de enraizamiento del ápice (o de las yemas axilares) de una planta considerada 
como presunta transgénica en medio con agente selectivo. Es un ensayo absolutamente 
fiable en todas las especies con las que trabajamos habitualmente, pero no lo es (o no 
tiene por qué serlo) en pepino, debido a la posible naturaleza quimérica de algunas 
plantas inicialmente seleccionadas.  
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En efecto, si una planta deriva de la concrescencia o asociación de células transgénicas y 
no transgénicas en la yema adventicia original (Figura 26), el resultado del 'test de ápice' 
dependerá del tipo de quimera: mericlinal, sectorial o periclinal (Figura 27). Si se trata de 
una quimera periclinal, la capacidad de enraizamiento en medio selectivo va a depender 
de la capa histogénica de la que surgen las raíces adventicias (cosa que se desconoce en el 
caso del pepino) y de si la capa histogénica en cuestión está constituida por células 
transgénicas o no transgénicas. Si, en cambio, se trata de una quimera mericlinal o 
sectorial, el resultado dependerá de la estructura de la quimera, es decir del tamaño y la 
distribución de los sectores con células transgénicas y no transgénicas. Por este motivo, 
en el caso de que la planta pepino inicialmente seleccionada como transgénica sea una 
quimera, el 'test de ápice' solo será completamente fiable cuando se haya conseguido 
segregar una planta transgénica sólida a partir de la quimera original.  
Por si fuera poco, a la hora de emplear el 'test de ápice' en pepino hay que tener en 
cuenta un problema adicional: cuando las plantas de algunos cultivares se mantienen 
durante un cierto periodo o se subcultivan varias veces en una cámara con fotoperiodo 
largo (i.e. 16h luz / 8 h oscuridad) suelen florecer de manera temprana (ver Figura 28, así 
como las dos plantas en la Figura 18). El problema es que la floración temprana, que 
sucede con mayor o menor frecuencia dependiendo del cultivar de pepino, está asociada 
a un menor desarrollo radicular. Esto supone un trastorno a la hora de llevar a cabo el 
'test de ápice' en plantas consideradas como presuntas transgénicas. En efecto, para estar 
razonablemente seguro de que la planta es transgénica, conviene subcultivar el ápice 
terminal varias veces en medio de enraizamiento selectivo: si enraíza con normalidad 
nuestra experiencia con otras especies indica que la planta en cuestión es transgénica; no 
obstante, en el caso particular del pepino, al cabo de pocos subcultivos con fotoperiodo 
largo, lo normal es que la planta florezca de manera temprana, lo que limita el desarrollo 
de raíces adventicias y, por tanto, genera dudas sobre si es, o no es, transgénica. 
Con los análisis moleculares (PCR o Southern) conviene tener la misma cautela a la hora 
de estimar la  tasa de transformación en pepino. La PCR es tan sensible que basta con que 
haya una célula o un pequeño grupo de células transgénicas para dar un resultado 
positivo. Ahora bien, si la planta seleccionada es una quimera el resultado de la PCR, 
positivo o negativo, va a depender de si la muestra tiene, o no tiene, células transgénicas. 
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El mismo razonamiento vale para el análisis Southern y por ello hay que interpretar el  
resultado con suma cautela. 
Dada la problemática existente en el caso del pepino, en nuestra opinión lo más 
adecuado es estimar la tasa de transformación sobre la base de la expresión del delator o 
de la resistencia al agente selectivo no en la planta inicialmente seleccionada como 
presunta transgénica sino tras una serie de subcultivos. Además, conviene hacerlo no en 
uno o pocos explantes (e.g. una o pocas hojas) sino en el mayor número de explantes 
posibles (i.e. todas las hojas de una misma planta). De esta forma se puede tener una idea 
de si la planta en cuestión es un escape, una quimera o una planta transgénica sólida. A 
partir de aquí, ya se puede hacer una prueba de tipo molecular y, sobre todo, analizar la 
transmisión del gen o genes transferidos en la descendencia de la planta.   
Por lo que respecta a la obtención de plantas transgénicas sólidas a partir de una 
quimera, en nuestra opinión hay dos soluciones. La primera estriba en cultivar explantes 
de todas las hojas de cada planta seleccionada en medio de inducción de organogénesis 
con presión de selección (kanamicina o higromicina) para identificar los brotes 
adventicios y las plantas que realmente derivan de células transgénicas. La segunda 
estriba en abordar un proceso de sub-clonación a partir de los meristemos preexistentes, 
es decir, realizar el proceso de propagación no solo a partir del ápice terminal (que es lo 
que hacíamos hasta que surgió la hipótesis del quimerismo), sino de todas las yemas 
axilares de la planta inicialmente seleccionada. De esta forma, se puede llegar a segregar 
una planta transgénica sólida (i.e. constituida totalmente por células transgénicas) a 
partir de la quimera seleccionada inicialmente (Figura 29).  
    
 
                          
 






















Figura 26. Hipótesis en torno a la aparición de quimeras en experimentos de co-cultivo 
de explantes de pepino con Agrobacterium. a) Explante inicial; b) Primeras rondas de 
división celular a lo largo del precultivo del explante; c) Infección con Agrobacterium e 
integración del T-DNA en la célula (T); d) Formación de una yema adventicia quimérica 
por concrescencia y asociación de células wild-type (color verde oscuro) y transgénicas 
(color marrón); e) Desarrollo de la yema adventicia y formación de una yema-ápice 
quimérica; f) Planta quimérica sectorial con células wild-type y transgénicas. 
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Figura 27. Tipos de quimeras en el caso que surja una célula mutante (círculo) en el domo 
meristemático. En la parte superior de la figura (tomada de la web) se representa el 
proceso de aparición de los tres tipos de quimeras: si las células mutantes se extienden 
en una sola capa aparecerá una quimera mericlinal (izquierda); si hay un corrimiento o 
desplazamiento de capas aparecerá una quimera sectorial (centro); si la mutación ocurre 
de manera temprana y se extiende por una sola capa el resultado será una quimera 
periclinal que, a diferencia de las anteriores, se puede mantener de forma estable. En la 
parte inferior de la figura se esquematizan los tres tipos de quimeras con las capas 
histogénicas. Nótese que, si bien la figura está pensada para el caso de que surja una 
célula mutante, los tres tipos de quimeras pueden aparecer en un experimento de 
transformación siempre que haya una concrescencia o asociación entre células 







































Figura 28. Elongación y enraizamiento de plantas transgénicas de la línea 'Wisconsin 
2843'. a) Elongación de brotes en dos callos seleccionados tras varios subcultivos en 
medio FCu suplementado con 10 mg/l de higromicina; b) Enraizamiento de los brotes 
en medio MB3; c) Floración temprana (flecha) en un brote incluso en la fase de 
elongación; d) Floración temprana (flecha) en una planta en medio de enraizamiento. 
 





Figura 29. Método para la segregación de una planta transgénica (T) a partir de 
una quimera (WT-T). En la figura se asume que la yema axilar a partir de la que 
surge la hoja número 4 está constituida enteramente por células transgénicas; en 
este caso la planta regenerada a partir de dicha yema debería ser transgénica. 
Nótese que si la yema en cuestión tuviera una mezcla de células transgénicas y no 
transgénicas la planta regenerada sería de nuevo una quimera (probablemente 
sectorial); en este caso habría que recurrir a una o más rondas de propagación a 
partir del ápice terminal y de cada una de las yemas axilares hasta conseguir la 
segregación de una planta transgénica sólida. 
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2.2.5. Escapes y quimeras en experimentos de transformación 
Cuando se llevan a cabo experimentos de transformación genética con ciertas especies la 
tasa de 'escapes' es relativamente alta, lo que representa un problema a la hora de 
obtener un número suficiente de plantas transgénicas, sea para llevar a cabo el análisis 
funcional de un gen o para conseguir una aplicación práctica.  
Este fenómeno ocurre en especies de la familia Cucurbitaceae, aunque la frecuencia de 
aparición de escapes difiere según la especie. En sandía, la frecuencia de escapes no suele 
ser muy elevada (Ellul, 2002; Ellul et al., 2003, 2007). En el caso del melón la tasa de 
escapes depende de la línea, cultivar o variedad (Dra. García-Sogo y Dr. Pineda, 
comunicación personal), aunque no representa un problema limitante. En el caso del 
pepino, la tasa de escapes también depende del genotipo pero, salvo en genotipos 
concretos, es el principal problema que plantea la transformación genética en esta 
especie. 
A primera vista puede parecer que la aparición de escapes se debe al empleo de un 
método inadecuado o a la ausencia de eventos de transformación. En realidad, no tiene 
por qué ser así. El método empleado puede ser adecuado en el sentido de que se 
consigan eventos de transformación, aunque el resultado final no sea el deseado.  
La problemática en torno a este tema queda ilustrada en el título de un artículo de Jordan 
y McHughen (1988): 'Transformed callus does not necessarily regenerate transformed 
shoots'. Parece un contrasentido, pero esto es precisamente lo que ocurre en ciertas 
especies. En realidad, el tema de los escapes y quimeras plantea una problemática mucho 
más amplia y compleja de lo que parece deducirse por el título del mencionado artículo. 
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2.2.5.1. El cultivo en medio selectivo no excluye la aparición de escapes y quimeras        
En la mayor parte de los trabajos publicados sobre transformación genética se hace 
énfasis en el número total de plantas transgénicas obtenidas o, más habitualmente, en la 
tasa de transformación (aparente o efectiva). Es lógico que se haga hincapié en los 
resultados positivos, pero a veces los datos negativos (e.g. los relacionados con la 
aparición de escapes o quimeras) son tan importantes como los anteriores. Por fortuna, 
en algunos trabajos sí se aportan datos concretos sobre la aparición de escapes o 
quimeras.   
Por ejemplo, Domínguez et al. (2004) publicaron los resultados de un trabajo exhaustivo 
en el que caracterizaron las plantas regeneradas en condiciones selectivas que habían 
obtenido tras el co-cultivo de explantes de citrange (Citrus sinensis x Poncirus trifoliata) y 
lima (Citrus aurantifolia) con Agrobacterium tumefaciens. La selección se realizó en un 
medio con kanamicina (i.e. utilizaron el gen marcador nptII) y, a continuación, se analizó 
la expresión del gen delator (en algunos experimentos el gen uidA y en otros el gfp) y se 
llevó a cabo la caracterización molecular.  
En el caso de citrange, la frecuencia de plantas regeneradas en medio con kanamicina que 
expresaban el gen uidA (GUS+ en todos los tejidos analizados) fue del 54,6 ± 6.3%. El 
resultado es muy positivo pero conviene resaltar que solo la mitad de estas plantas 
fueron transgénicas. Dicho de otra forma, sus datos revelaron que la mitad de las plantas 
obtenidas en medio selectivo eran escapes. Es más, la frecuencia de plantas quiméricas 
(i.e. GUS+ en ciertas partes de la planta pero no en otras) era muy elevada (37.5 ± 11.4%).  
En el caso de la transformación de lima, sólo el 8,6 ± 2.6% de las plantas regeneradas se 
podían considerar como transformantes sólidos. Las restantes eran escapes (72,9 ± 9.1%) 
o quimeras (18.5 ± 7.4%).  
Por su experiencia en la transformación de cítricos, los autores suponían que el número 
de escapes iba a ser considerable; lo que no esperaban es que la frecuencia de quimeras 
fuera tan alta.       
 
Resultados y discusión    230 
 
 
2.2.5.2. Escapes y quimeras  
El término escape se podría definir en dos sentidos. En sentido amplio, un escape sería 
una planta no transgénica obtenida en un experimento de transformación. En sentido 
estricto, sería una planta no transgénica obtenida tras el empleo de un esquema de 
selección negativa (e.g. resistencia a un antibiótico, herbicida, u otra droga).  
En caso de utilizar un esquema de selección positiva (e.g. gen pmi y cultivo en medio con 
manosa) no tiene sentido hablar de escapes porque, por la propia naturaleza del sistema, 
es lógico que junto con las plantas transgénicas aparezcan otras que no lo son. 
Por lo que respecta a la aparición de quimeras en experimentos de transformación, 
algunos autores piensan que este problema solo afecta a las especies de reproducción 
vegetativa. Por desgracia, no es así. Con independencia del modo de reproducción 
(vegetativa o sexual) la aparición de quimeras en un experimento de transformación 
puede conducir a resultados difíciles de explicar, o incluso aparentemente absurdos, en la 
caracterización de las plantas (supuestamente) transgénicas. Además, en una especie de 
reproducción sexual la aparición de quimeras puede dar resultados anómalos en los 
análisis de segregación efectuados en la progenie de estas plantas.      
Se asume que las angiospermas tienen tres capas histogénicas (L1, L2 y L3) que dan lugar 
a linajes celulares que, a la larga, determinan la estructura de una planta (Poethig, 1989). 
Suele decirse también que las células de la línea germinal derivan de la capa L2, aunque a 
lo largo del desarrollo ontogénico puede haber un corrimiento o desplazamiento de 
capas, por lo que la estructura final y el destino de cada tipo celular puede diferir de lo 
esperado.  
Por lo que respecta a la transformación, si la regeneración se verifica a través de 
embriogénesis somática, se asume que no van a aparecer quimeras porque, en teoría, la 
embriogénesis se produce a partir de células individuales.  
Si la regeneración se verifica por organogénesis adventicia, la causa más obvia que 
explicaría la formación de una quimera en un experimento de transformación estriba en 
que se origine una yema adventicia a resultas de la asociación o concrescencia de células 
transgénicas y no transgénicas (Figura 26). Además, pueden aparecer quimeras por la 
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concrescencia de células de estructuras ya organizadas. Asumiendo lo primero, lo lógico 
es que, en primer lugar, se forme una quimera mericlinal que, más adelante, puede 
convertirse en una quimera sectorial (si hay desplazamiento de capas) o, 
alternativamente,  en una quimera de tipo periclinal (Figura 27).   
En una especie de reproducción vegetativa la quimera periclinal suele ser estable y la 
estructura quimérica se puede mantener a lo largo de sucesivas rondas de propagación. 
En cambio, las quimeras mericlinales o sectoriales deberían experimentar cambios en su 
estructura a lo largo de los sucesivos ciclos de propagación vegetativa.  
En una especie de reproducción sexual los tres tipos de quimeras podrían originar 
situaciones confusas a la hora de llevar a cabo la caracterización de las plantas 
(supuestamente) transgénicas. Asumiendo que las células de la línea germinal deriven de 
la capa L2, si se parte de una quimera periclinal con una estructura L1 (no transgénica) : 
L2 (transgénica) : L3 (no transgénica), el patrón de segregación sería fácilmente 
interpretable. En cambio, si en una quimera periclinal hay corrimiento de capas, el patrón 
de segregación puede no ajustarse a las proporciones esperadas (va a depender del 
origen de la inflorescencia o de la flor). Lo mismo ocurriría en una quimera mericlinal o 
sectorial. En este caso, el problema es que no habría un patrón de segregación sino 
varios, por lo que los resultados serían un tanto erráticos.   
Una situación igualmente confusa puede surgir al llevar a cabo los habituales análisis de 
expresión (e.g. resistencia a kanamicina conferida por el gen marcador nptII, expresión 
del delator uidA o gfp) o la caracterización molecular (PCR o Southern). Por ejemplo, si  
una  planta  TG1 es una quimera periclinal del tipo L1 (no transgénica) : L2 (no 
transgénica) : L3 (transgénica), la PCR o el Southern realizado en la TG1 darán un 
resultado positivo, pero los análisis de expresión (en TG1 o TG2) podrían dar resultados 
negativos, confusos o erráticos. En este caso concreto, si no ha habido un corrimiento de 
capas y el análisis de expresión se hace en la progenie TG2, lo esperable es que todas las 
plantas sean sensibles a la kanamicina; si, en cambio, se hace el análisis de expresión con 
el 'test de explante en la TG1', el resultado dependerá de cuál sea el explante elegido y de 
qué células del explante participen en el proceso de regeneración. En definitiva, las 
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quimeras se podrían considerar como un tipo particular de escapes que pueden generar 
tanta o más confusión que los escapes propiamente dichos. 
2.2.5.3. Posibles causas de la aparición de escapes 
Aunque no hay muchos artículos en los que se realice una discusión sobre este tema, se 
pueden obtener datos de interés a partir de una serie de trabajos con distintas especies 
como el tabaco (Park et al., 1998), col (Berthomieu et al., 1994), patata (Rakosy-Tican et 
al., 2007) u otras como Crambe abyssinica (Li et al., 2013). En cualquier caso, desde 
nuestro punto de vista, los datos más relevantes surgen de una serie de artículos 
relacionados con la transformación de cítricos (ver las referencias que se citan a 
continuación). Hasta no hace mucho estas especies se consideraban recalcitrantes para la 
transformación pero gracias al esfuerzo de distintos laboratorios y, sobre todo, a la 
magnífica labor que han realizado en el IVIA el grupo de los Dres. Leandro Peña y Luis 
Navarro, se han podido obtener plantas transgénicas en la mayor parte de especies 
relevantes.    
La regeneración en cítricos se puede conseguir por ambas vías, organogénesis adventicia 
y embriogénesis somática. Por lo que respecta a la transformación, el método habitual ha 
consistido en el co-cultivo de segmentos de epicótilo o segmentos internodales de tallo 
con Agrobacterium tumefaciens. De esta forma, se han obtenido plantas transgénicas de 
naranjo dulce (Citrus sinensis) (Peña et al., 1995b; Cervera et al., 1998a; Bond y Roose, 
1998), naranjo trifoliado (Poncirus trifoliata) (Kaneyoshi et al., 1994), citrange (Citrus 
sinensis x Poncirus trifoliata) (Peña et al., 1995a; Gutiérrez et al., 1997; Cervera et al., 
1998b), lima (Citrus aurantifolia) (Peña et al., 1997; Domínguez et al.,, 2000), naranjo 
amargo (Citrus aurantium) (Ghorbel et al., 2000), pomelo (Citrus paradisi) (Luth y Moore 
1999; Yang et al., 2000; Costa et al., 2002), limonero (Citrus limon) y uno de los patrones 
habituales en esta última especie (Citrus macrophyla) (Ghorbel et al., 2001a). 
El empleo de una raza supervirulenta de Agrobacterium (Ghorbel et al., 2001a), el 
desarrollo de métodos de infección y co-cultivo, el diseño de métodos de regeneración 
(Cervera et al., 1998b; Domínguez et al., 2000; Ghorbel et al., 2001a) y la rápida 
producción de plantas transgénicas a través del microinjerto de ápices transgénicos en 
patrones vigorosos (Peña et al., 1995a; Peña y Navarro 1999) han sido los factores claves 
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en la obtención de plantas transgénicas de cítricos. A pesar de ello, algunas especies 
relevantes como clementinas (Citrus clementina) y satsumas (Citrus unshiu) siguen siendo 
recalcitrantes para la transformación, y lo mismo ocurre con algunos genotipos de 
naranja amarga, naranja dulce o mandarina Clementina (Citrus clementina). Tal y como 
ocurría cuando se consideraban a los cítricos como especies recalcitrantes, el problema 
en estos casos no estriba en los factores que habitualmente se contemplan a la hora de 
diseñar un protocolo de transformación, sino en la alta frecuencia de escapes, que puede 
oscilar entre el 60 % y 90 % (o más) de las plantas regeneradas (Yu et al., 2002; Costa et 
al., 2002; Domínguez et al., 2004). 
En principio, la aparición de escapes podría deberse a las siguientes causas: 
- Efecto negativo del precultivo. 
- Diseño inadecuado del proceso de selección. 
- Tolerancia endógena de las células vegetales al agente selectivo. 
- Selección de células mutantes resistentes al agente selectivo. 
- Silenciamiento epigenético del gen marcador y/o delator. 
- Persistencia de Agrobacterium. 
- Expresión transitoria del gen marcador en las primeras etapas del proceso. 
- Protección cruzada. 
- Reorganizaciones o pérdida del T-DNA 
A continuación se realizará una discusión en torno a lo que se conoce sobre cada una de 
las posibles causas de aparición de escapes.   
Efecto negativo del precultivo. 
Al igual que hacemos nosotros, la mayor parte de los investigadores que trabajan en el 
campo de la transformación utiliza un precultivo de los explantes en un medio inductor 
de división celular durante unas horas o pocos días. En teoría, el precultivo de los 
explantes debería  ser positivo por dos razones. En primer lugar, la reacción de herida 
provocada por el corte de los explantes y el precultivo subsiguiente promoverían la 
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expresión de los genes vir, lo que genera la cadena de acontecimientos que en última 
instancia determinan las primeras etapas del proceso de desenganche y transferencia del 
T-DNA. Además, el precultivo en un medio inductor de división celular generaría un 
cambio en el estado epigenético de las células del explante, ayudando a la 
desdiferenciación y ulterior acumulación de células en la fase S del ciclo celular. Al 
respecto, la mayor parte de los investigadores está de acuerdo en que esta fase es la más 
adecuada para que se produzca  la integración del T-DNA.    
A pesar de lo indicado, Rakosy-Tican et al. (2007) opinan que una cierta proporción de los 
escapes en sus experimentos de transformación con la patata podría deberse a que el 
pre-tratamiento con auxina en la fase inicial del proceso (en realidad, utilizan un medio de 
precultivo con 10 mg/l de NAA y 10 mg/l de zeatina) actuaría como "una señal que 
estimularía la aparición de escapes". La base de su argumento es que el proceso de 
desdiferenciación inducido por auxinas promovería o induciría un estado de competencia 
en las células no transgénicas, lo que originaría la aparición de escapes. Pese a lo que 
sugieren en su artículo, estos autores no hicieron un estudio para comparar lo que ocurre 
cuando se realiza la transformación con y sin un precultivo de los explantes.  
Ghorbel et al. (1999) sí hicieron un estudio de este tipo en su trabajo con cítricos (Citrus 
aurantium, Citrus aurantifolia y Citrus sinensis x Poncirus trifoliata) y sus resultados 
fueron reveladores. Utilizando el gen delator gfp fueron capaces de identificar las células 
competentes para la regeneración, concretamente las que aparecen de novo como 
consecuencia de la reacción de herida en la vecindad del cambium de los explantes. 
Además, comprobaron que la gran mayoría de las plantas con expresión GFP surgía 
organogénesis casi directa a partir de estas células, mientras que todas las plantas que 
aparecían por organogénesis directa a partir de las células del explante eran escapes. 
Como consecuencia, concluyeron que el proceso de división celular inducido por el 
precultivo es un requerimiento para la transformación en estas especies. 
Peña et al. (2004) realizaron nuevos experimentos en esta misma dirección y aportaron 
evidencias adicionales de que las células competentes para la transformación están 
situadas en la callosidad que aparece cerca del anillo de haces vasculares como 
consecuencia del precultivo de los explantes. Además, observaron que modificando la 
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composición del medio de cultivo se podía conseguir un mayor número de células en fase 
S, las cuales, tal y como se ha  comentado antes, parecen ser las más propensas para la 
integración del T-DNA.     
Nuestros resultados con el pepino y otras cucurbitáceas son coherentes con las 
observaciones de estos autores en cítricos. En nuestra opinión, la fase de precultivo es 
positiva y no cabe considerarla como una de las causas primarias de la aparición de 
escapes. Puede ser que un precultivo excesivamente largo (e.g. bastantes días o  incluso 
semanas) determine la inducción de competencia en células no transgénicas, pero es 
difícil que esto ocurra cuando se utiliza un precultivo de unas horas o pocos días (e.g. 2-3 
días), que es lo que nosotros hacemos en el caso del pepino y otras cucurbitáceas. Pese a 
lo que acabamos de indicar, en el caso de cítricos, Ghorbel et al. (1999) utilizaron un 
precultivo largo (dos a tres semanas) y, aún así, sus resultados indicaron que esta no es la 
causa de aparición de escapes.       
Diseño inadecuado del proceso de selección. 
No hay duda de que los genes marcadores han jugado, y siguen jugando, un papel 
importante en el proceso de selección de plantas transgénicas. En general, la presión de 
selección para un cierto gen marcador (i.e. la concentración del agente selectivo que solo 
debería permitir el crecimiento y la morfogénesis de las células que expresan dicho gen) 
se establece mediante lo que suele denominarse como una "curva de muerte". La 
práctica habitual consiste en ir ensayando distintas concentraciones del agente selectivo 
(e.g. kanamicina, higromicina, fosfinotricina, etc.) hasta encontrar una concentración que 
inhiba el crecimiento de las células de los  explantes del wild-type. Evidentemente, 
pueden haber varias concentraciones en las que el 100 % de los explantes no sean 
capaces de crecer ni regenerar plantas. Lo lógico es elegir es la menor de las 
concentraciones que inhiba el crecimiento y la morfogénesis en todos los explantes, ya 
que de esta forma no deberían haber escapes en el proceso de selección, al tiempo que 
se evitan los efectos deletéreos asociados a una excesiva concentración del antibiótico, 
herbicida o cualquier otro producto tóxico. Esta es la teoría, pero por desgracia la 
experiencia demuestra que los resultados experimentales pueden ser distintos a los 
esperados. 
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Por ejemplo, Park et al. (1998) realizaron un estudio para determinar las concentraciones 
más adecuadas de dos agentes selectivos (fosfinotricina e higromicina) en experimentos 
de  transformación en tabaco. Conviene resaltar que el tabaco es una especie modelo en 
la que resulta trivial obtener plantas  transgénicas. Lo habitual con esta especie es utilizar 
el gen marcador nptII y la kanamicina como agente selectivo. Empleando una 
concentración de 100 mg/l de kanamicina, lo normal es obtener decenas o centenares de 
plantas transgénicas a partir de un pequeño número de explantes. Teniendo en cuenta la 
facilidad que ofrece este esquema de selección puede parecer innecesario ensayar otros 
agentes selectivos. En realidad no es así, porque a veces se precisa disponer de esquemas 
de selección alternativos, por ejemplo para llevar a cabo la complementación de un 
mutante de inserción. 
Sea por la razón que sea, Park et al. (1998) estudiaron la adecuación de dos genes 
marcadores alternativos: pat (que codifica una fosfinotricin-acetil-transferasa) y hpt (que 
codifica una higromicina-fosfotransferasa). Como suele ser habitual, antes de los 
experimentos de transformación evaluaron el comportamiento de explantes de hoja de 
plantas wild-type de tabaco en medios con glufosinato de amonio (fosfinotricina) e 
higromicina. A resultas de estos estudios, comprobaron que los explantes de tabaco no 
eran capaces de regenerar brotes adventicios en medios con 2, 3 y 4 mg/ de 
fosfinotricina, y tampoco lo hacían en un medio con 50 mg/l de higromicina. A 
continuación, co-cultivaron discos de hoja con cepas de Agrobacterium tumefaciens en las 
que el T-DNA portaba el gen marcador (hpt o pat) así como un gen Bt que confiere 
resistencia a ciertos insectos. Procedieron entonces a la selección de plantas 
(supuestamente) transgénicas en cada una de estas 'condiciones selectivas' (i.e. 2, 3 y 4 
mg/ de fosfinotricina y 50 mg/l de higromicina). Para determinar si las plantas obtenidas 
eran realmente transgénicas emplearon tres métodos: i) caracterización molecular por 
Southern; ii) análisis de expresión del gen marcador (hpt o pat) mediante cultivo de 
segmentos de hoja en medios con las respectivas concentraciones de higromicina y 
fosfinotricina, respectivamente; y iii) un ensayo biológico que consistía en alimentar a 
ciertos insectos con hojas de las plantas regeneradas a fin de ver el efecto de la expresión 
del gen Bt.  
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Por lo que respecta a la caracterización molecular, realizaron el análisis de hibridación 
Southern en 8 plantas seleccionadas en medio con 50 mg/l de higromicina, 7 en medio 
con 4 mg/l de fosfinotricina (PPT), 43 en medio con 3 mg/l de PPT y 25 en medio con 2 
mg/l de PPT. Todas las plantas seleccionadas en medio con 50 mg/l de higromicina eran 
transgénicas y habían integrado una simple copia del T-DNA. Las 7 plantas seleccionadas 
en medio con 4 mg/l de PPT eran también transgénicas. Sin embargo, la caracterización 
molecular indicó que solo 2 de las 43 plantas seleccionadas en medio con 3 mg/l de PPT 
eran transgénicas, y ninguna de las 25 plantas seleccionadas en medio con 2 mg/l de PPT 
lo eran. Conviene resaltar que los resultados del 'test de explante' (cultivo de segmentos 
de hoja en medio selectivo) y del bioensayo (alimentación de larvas con explantes de 
hoja) fueron concordantes con los resultados de la caracterización molecular. 
Es decir, en los explantes de tabaco no inoculados en medios con 2 y 3 mg/l de PPT no se 
observaba crecimiento ni formación de brotes adventicios, lo que parecía indicar que 
estas dos concentraciones eran adecuadas para la selección de las plantas transgénicas. 
Sin embargo, cuando se cultivaban explantes inoculados en los mismos medios se 
obtenían plantas, pero el 95 - 100 % de las mismas eran escapes.  
Para evitar la aparición de escapes, Park et al. (1998) recomendaron utilizar una 
concentración del agente selectivo superior a la que impide el crecimiento y la 
morfogénesis en explantes de las plantas wild-type. Teniendo en cuenta sus resultados la 
conclusión parece lógica, pero a la hora de la verdad es un tanto cuestionable. Es verdad 
que los análisis efectuados (Southern, ensayo de expresión y bioensayo) indicaron que 
empleando una concentración de 50 mg/l de higromicina o de 4 mg/l de fosfinotricina no 
obtenían escapes. Aún así, cuando se observan con atención sus datos resulta que en 
estas condiciones selectivas obtuvieron muy pocas plantas transgénicas (8 y 3, 
respectivamente), lo que no deja de ser preocupante teniendo en cuenta que el tabaco es 
una planta modelo en el campo de la transformación. Además, conviene tener en cuenta 
que si hubieran utilizado estas mismas dosis de higromicina o fosfinotricina en otra 
especie lo más probable es que ni siquiera se hubiera conseguido la regeneración de 
plantas (transgénicas o escapes).  
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Por lo que respecta a la selección sobre la base del gen nptII, el incremento de la dosis de 
kanamicina tampoco garantiza la ausencia de escapes. Así por ejemplo, en experimentos 
de transformación de patata, Rakosy-Tican et al. (2007) no obtuvieron ningún resultado 
positivo utilizando una concentración de kanamicina mayor de la que inhibe el 
crecimiento y la regeneración de las células wild-type. En realidad, lo que observaron tras 
el co-cultivo fue una disminución de la tasa de regeneración y ello a pesar de que la 
kanamicina no es tan tóxica como la higromicina o fosfinotricina.  
Los experimentos de transformación en cítricos dieron resultados aún más contundentes. 
La mayor frecuencia de ápices  transgénicos (y por tanto la menor tasa de escapes) se 
logró empleando 100 mg/l de kanamicina en el medio selectivo (Peña et al., 1997; 
Cervera et al., 1998b). Sorprendentemente, al utilizar concentraciones más elevadas solo 
obtuvieron escapes (Cervera et al., 1998b). Además, si en lugar de kanamicina se utilizaba 
geneticina como agente selectivo la tasa de transformación disminuía de forma drástica 
(Peña et al., 1997).  
En definitiva, aunque el aumento de la concentración del agente selectivo parece ser la 
solución más obvia para disminuir la tasa de escapes (Dong y McHughen 1993; Seabra y 
Pais 1998; Park et al., 1998; Niu et al., 2000), en la práctica los resultados pueden ser 
distintos a los esperados. Es más, el empleo de una dosis excesiva de un agente selectivo 
puede ser perjudicial, ya que las células muertas liberan productos tóxicos que inhiben el 
crecimiento y la regeneración de las células transformadas (Klee et al., 1987).  
Ante la problemática existente, en lugar de incrementar la concentración de un agente 
selectivo, probablemente lo mejor es tratar de encontrar otro que minimice la tasa de 
escapes (Kuvshinov et al., 1999). El problema es que, como se ha comentado en la 
'Introducción', el número de agentes selectivos es más limitado de lo que pueda parecer. 
Algunos autores han propuesto emplear una 'selección gradual', es decir, ir 
incrementando paso a paso, o subcultivo tras subcultivo, la concentración del agente 
selectivo. En particular, se ha propuesto el uso de la 'selección gradual' cuando se 
emplean agentes selectivos con efectos drásticos, tales como la fosfinotricina y la 
higromicina (Aoshima, 2005; Boszoradova et al., 2011; Abou-Alaiwi et al., 2012; Li et al., 
2013). La idea es evitar la liberación de productos tóxicos por parte de las células 
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muertas, al tiempo que se favorece el crecimiento y la morfogénesis a partir de las células 
transformadas.  
Se ha publicado que una baja concentración de higromicina podría promover la 
embriogénesis somática (Park et al., 1995; Aoshima, 2005), lo que sería un motivo más 
para apoyar el empleo de la 'selección gradual'. Puede que esto sea así en el caso del lino 
(Park et al., 1995) y Camellia sinensis (Aoshima, 2005) pero es dudoso que ocurra lo 
mismo en la gran mayoría de especies. No está clara tampoco la naturaleza de este efecto 
positivo, a no ser que suceda algo similar a lo que ocurre con la cefotaxima. Este 
antibiótico no es un agente selectivo (se utiliza para la erradicación de Agrobacterium,) 
pero suele haber un acuerdo en el sentido de que concentraciones moderadas (200 - 300 
mg/l) tienen un efecto beneficioso sobre la organogénesis. Aunque no se conoce la 
naturaleza de este efecto, es probable que se deba a una estimulación del desarrollo 
organizado a través de la limitación del crecimiento desorganizado. Si así fuera, no se 
trataría de un efecto directo (inductor o estimulador), sino más bien de un cambio en la 
relación entre crecimiento organizado y desorganizado.   
Con independencia de lo anterior, la mayor parte de autores no utiliza la 'selección 
gradual' porque a la hora de la verdad no ofrece ninguna ventaja obvia y, en ocasiones, lo 
único que se consigue es aumentar la frecuencia de escapes.  
Tolerancia endógena de las células vegetales al agente selectivo.  
Tras un experimento de co-cultivo de segmentos de hipocótilo de lino, Jordan y 
McHughen (1988) consiguieron la regeneración de plantas en medio con kanamicina 
pero, a continuación, observaron que las progenies de casi todas ellas eran sensibles al 
agente selectivo. Según estos autores, los escapes podían surgir de células no 
transformadas que habían experimentado una 'protección' a partir de las células 
transgénicas, un tema que  comentaremos a continuación. Además, propusieron la 
hipótesis de que las células vegetales de algunas especies podrían tener una cierta 
'tolerancia endógena no específica' a los antibióticos o herbicidas utilizados 
habitualmente para la selección de eventos de transformación. 
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La hipótesis, aunque sugerente, es poco convincente. Si existiera una cierta tolerancia 
endógena, habría algún tipo de crecimiento en los explantes no inoculados del wild-type 
cuando se incuban con la presión de selección que se ha elegido para llevar a cabo el 
experimento de transformación, cosa que en nuestro no sucede nunca, ni en el caso del 
pepino ni en el  resto de especies con las que trabajamos en el laboratorio.   
De forma similar, en sus experimentos de transformación en cítricos, Domínguez et al., 
(2004) tampoco observaron formación de callo o respuesta morfogenética en explantes 
no inoculados incubados en medio con 100 mg/l de kanamicina, que es la dosis que 
utilizaron para la selección de plantas transgénicas a partir de explantes inoculados. Es 
más, para descartar la existencia de una tolerancia endógena no específica, cuantificaron 
la acumulación del enzima codificado por el gen nptII (neomicina-fosfotransferasa-II o 
NPTII) tanto en hojas de plantas wild-type como de plantas seleccionadas por su 
resistencia a la kanamicina y la expresión del gen delator (gus o gfp). En una muestra de 
20 plantas transgénicas de citrange y lima seleccionadas aleatoriamente la  acumulación 
del enzima NPTII en hojas oscilaba entre 1100-6000 ng NPTII/mg de proteína total en 
citrange y 2900-9100 en lima. En cambio, detectaron actividad NPTII en hojas de plantas 
wild-type regeneradas a partir de explantes no inoculados tras el cultivo en medio de 
regeneración sin kanamicina. Como consecuencia, concluyeron que la hipótesis de la 
tolerancia endógena no específica no es la causa de la aparición de escapes o quimeras en 
sus experimentos de  transformación.            
Selección de células mutantes resistentes al agente selectivo.  
La 'selección in vitro' o 'selección a nivel celular' permite la obtención de plantas 
tolerantes o resistentes frente a un determinado agente selectivo (Carlson, 1973). Si 
existe correlación de respuestas in vitro - in vivo, el fenotipo no solo se manifiesta en las 
células sino también en la plantas regeneradas. De esta forma, es factible obtener 
resultados de interés práctico, tales como la selección de plantas tolerantes a metales 
pesados, resistentes a herbicidas o resistentes a enfermedades ocasionadas por un 
organismo fitopatógeno que sintetiza una toxina que actúa como factor de virulencia.  
Birch (1997) propuso que, al igual que se seleccionan in vitro plantas mutantes resistentes 
a un metal pesado, una toxina, etc., se pueden seleccionar mutantes resistentes a 
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cualquiera de los agentes selectivos que se utilizan en los experimentos de 
transformación genética, y que por tanto esta sería una de las posibles causas de la 
aparición de escapes. Su propuesta parece lógica pero es un tanto cuestionable. 
Por un lado, está claro que es factible utilizar la selección in vitro para intentar conseguir 
plantas mutantes resistentes a los antibióticos o herbicidas que se utilizan habitualmente 
en los experimentos de transformación como agentes selectivos. Es más, aunque los 
primeros resultados en el campo de la fusión de protoplastos se obtuvieron sin el empleo 
de marcadores (híbridos Nicotiana glauca + N. langsdorfii; Carlson et al., 1972), la 
obtención de mutantes mediante selección in vitro ha sido clave en el ulterior desarrollo 
del campo de la hibridación somática. Al respecto cabe destacar el trabajo pionero de Pal 
Maliga y sus colaboradores, quienes obtuvieron plantas de tabaco resistentes a la 
estreptomicina (Maliga et al., 1973, 1975) que en su día fueron claves para diseñar 
estrategias de selección para la identificación de híbridos somáticos.  De forma similar, la 
selección in vitro ha permitido la obtención de plantas resistentes a herbicidas, algunas de 
las cuales podrían competir con ventaja con respecto a las transgénicas del mismo tipo 
que actualmente están en el mercado.  
A pesar de que la selección in vitro es uno de los métodos más adecuados para obtener 
ciertos mutantes (e.g. resistentes a antibióticos o herbicidas), es poco probable que la 
mayor parte de los escapes que surgen en los experimentos de transformación se deba a 
la aparición de células mutantes a lo largo del proceso de selección. Hay varios motivos 
que apoyan la anterior afirmación.  
En primer lugar, el fundamento de la selección in vitro se basa en la ley de los grandes 
números. En efecto, para detectar mutantes in vivo lo habitual es aplicar tratamientos 
mutagénicos con agentes físicos (e.g., rayos , X, o UV) o productos químicos (e.g. EMS) a 
fin de incrementar la tasa de mutación. Aún así, para detectar un mutante dominante con 
un fenotipo relevante hay que cultivar un enorme número de plantas M1 y, de la misma 
forma, para identificar un mutante recesivo hay que cultivar un gran número de 
progenies M2 y un número mínimo de plantas por progenie (al menos 11 de cada M2 
para detectar un homocigoto recesivo con una probabilidad de fallo del 5%). Esto 
requiere una enorme superficie de invernadero o de campo, y de ahí las limitaciones del 
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método tradicional para la detección de mutantes. La ventaja del cultivo in vitro es obvia. 
Si se obtienen callos de crecimiento desorganizado a partir de explantes o de protoplastos 
se pueden cultivar millones de células en un simple recipiente (e.g. una placa de Petri). 
Por este motivo, cultivando callos primarios (i.e. procedentes de explantes o 
protoplastos) o callos de una línea celular permanente en un medio con una cierta 
presión de selección es bastante probable que se consiga detectar una o varias células 
mutantes resistentes al agente selectivo que, en condiciones adecuadas, darán lugar a 
plantas con el fenotipo deseado.  
Esto no es lo que sucede en un experimento de transformación. En efecto, en el caso del 
co-cultivo de explantes primarios con Agrobacterium, aunque se lleve a cabo un 
precultivo antes de la infección, el número de células que surgen por división celular en la 
zona de herida del explante es muy limitado. Por tanto es poco probable que se detecte 
un mutante resistente al agente selectivo empleado. En el caso de que se utilice la 
biolística, el bombardeo con partículas cargadas con ADN suele hacerse directamente en 
los explantes y por tanto la probabilidad de que aparezca una planta mutante resistente 
al agente selectivo es aún menor. Está claro que una célula de los tejidos somáticos de la 
planta podría haber experimentado una mutación que confiriera resistencia a un agente 
selectivo, pero la probabilidad de este evento es muy baja. Esto puede explicar la 
aparición de un escape (i.e. una planta), pero no de todos.  
En segundo lugar, es verdad que la selección in vitro permite obtener mutantes 
resistentes a ciertos antibióticos o herbicidas que luego resultan de gran utilidad como 
marcadores en experimentos de hibridación somática, pero no es tan fácil obtener ciertos 
tipos de marcadores. Por ejemplo, por lo que respecta a los antibióticos, la identificación 
de mutantes resistentes a la estreptomicina mediante selección in vitro (Maliga et al., 
1973, 1975) tuvo una gran trascendencia. Sin embargo, por la razón que sea, no es fácil 
obtener mutantes resistentes a la kanamicina o higromicina, que son los antibióticos 
habitualmente utilizados como agentes selectivos en el campo de la transformación 
genética. Es más, cuando se pretende utilizar un mutante resistente a la kanamicina como 
marcador en experimentos de hibridación somática lo habitual es recurrir a la 
transgénesis y no a la selección in vitro, lo que da una idea de la dificultad que supone 
obtener este tipo de marcadores mediante esta última aproximación. 
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En tercer lugar, si la aparición de escapes en un experimento de transformación se 
debiera a la selección de mutantes resistentes a un agente selectivo, los análisis que se 
hacen a posteriori revelarían de inmediato que esta es la causa del problema. En efecto, 
suponiendo que en un experimento de transformación en el que se utiliza el gen 
marcador nptII apareciera un variante somaclonal resistente a la kanamicina (i.e. un 
escape), la caracterización mediante el 'test de explante' (cultivo de explantes en medio 
con kanamicina) y el 'test de ápice' (enraizamiento de ápices en medio con kanamicina) 
darían un resultado positivo; en cambio, los análisis moleculares (PCR y Southern) 
indicarían que no se trata de una planta transgénica, sino de un escape.   
En cualquier caso, es evidente que puede aparecer un escape como consecuencia de un 
proceso de mutación (i.e. variación somaclonal), pero lo que no tiene sentido es que 
todos los escapes obedezcan a esta causa, sobre todo cuando el número de escapes es 
muy elevado. 
 Silenciamiento del gen marcador y/o de otros genes presentes en el T-DNA.  
Tras la integración de uno o varios genes foráneos, el silenciamiento génico puede 
manifestarse de dos formas: a) pérdida de expresión en algunos tejidos u órganos de una 
planta; b)  como un proceso  que afecta a toda la planta.  
a) Silenciamiento en algunos tejidos u órganos de una planta. 
Rakosy-Tican et al. (2007) analizaron la expresión del delator gfp en distintos tejidos de 
plantas transgénicas de patata y observaron que en un pequeño número de plantas 
algunos tipos celulares daban GFP+, mientras que otros eran GFP-. Según ellos, esto 
podría deberse a un silenciamiento dependiente del punto de integración, lo que 
conduciría a una expresión diferencial a lo largo del desarrollo ontogénico. Puede que así 
sea, pero como se comentó en la 'Introducción' (ver apartado de genes delatores) esto 
podría deberse también a una interferencia en la expresión de la proteína GFP como 
consecuencia de ciertos procesos bioquímicos en distintos tipos celulares.  
Por lo que se refiere a la expresión diferencial de un gen delator en distintos tipos 
celulares, o incluso en células específicas, hay un ejemplo curioso en la  bibliografía. 
Bastar et al. (2004) analizaron el patrón de expresión GFP en plantas transgénicas de 
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tabaco. Como suele ser habitual en esta especie, en la mayor parte de las plantas 
transgénicas había una expresión GFP casi ubicua. Sin embargo, en unas pocas plantas 
encontraron una expresión GFP en forma de mosaico, es decir había células GFP+ y GFP-. 
El tipo de mosaico difería en plantas transgénicas independientes y se mantenía estable a 
lo largo de sucesivas rondas de propagación clonal. Lo más notable es que los distintos 
tipos de mosaicos se heredaban en las descendencias respectivas. Los autores 
propusieron distintas hipótesis para explicar este resultado pero, como ellos mismos 
reconocen en el artículo, ninguna de ellas era satisfactoria.   
Si ocurriera un silenciamiento dependiente de tipo celular que afectara al gen marcador, 
podrían obtenerse resultados extraños en los análisis de expresión que se hacen a 
posteriori. Por ejemplo, si el silenciamiento se produjera en las células de la hoja pero no 
en las de la raíz, al analizar la planta transgénica el 'test de ápice' (enraizamiento en 
medio selectivo) indicaría que la planta es transgénica, mientras que el 'test de explante' 
con segmentos de hoja daría un resultado negativo. Lo lógico sería pensar que ha habido 
algún error en los respectivos ensayos. Sin embargo una simple repetición aclararía la 
situación y, además, la caracterización molecular permitiría llegar a una conclusión 
coherente. En todo caso, este tipo de silenciamiento no tiene una relación directa con el 
tema de los escapes. 
b) Silenciamiento del gen marcador y/o del gen delator en toda la planta. 
Con relación al tema que nos ocupa, la pregunta es si un cierto número de escapes puede 
deberse a un proceso de silenciamiento que afecte a toda la planta. No hay muchos datos 
en este sentido, pero hay un trabajo que permite dar una respuesta a esta cuestión. 
Domínguez et al. (2002) obtuvieron plantas transgénicas de lima empleando un vector  
que  portaba el gen marcador nptII y el delator gfp. Tras el co-cultivo con Agrobacterium 
procedieron a la regeneración de plantas tanto en medio selectivo (100 mg/l de 
kanamicina) como no selectivo (i.e., sin kanamicina). A continuación realizaron una 
caracterización molecular y los análisis de expresión del marcador y del delator. Para su 
sorpresa, el 30 % de las plantas de lima PCR+ que se habían obtenido sin presión de 
selección daban un resultado negativo en los respectivos ensayos de expresión del 
marcador y del delator, lo que sugiere que se había producido un silenciamiento de los 
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genes presentes en el T-DNA. Los resultados de este trabajo indican que puede haber un 
silenciamiento diferencial en función de si se utiliza o no una determinada presión de 
selección. Si así fuera, el empleo de genes marcadores no solo optimizaría el proceso de 
selección, sino que además disminuiría el número de casos de silenciamiento en plantas 
transgénicas. 
Con independencia de lo anterior, las cuestiones que habría que responder son: ¿Hasta 
qué punto el silenciamiento génico es una de las causas de la aparición de escapes aun 
cuando se utilice una cierta presión de selección? ¿Qué mecanismos determinan un 
proceso de silenciamiento tras las primeras etapas del proceso de transformación? 
La primera pregunta no tiene fácil respuesta porque para responder a esta cuestión 
habría que hacer un Northern o RT-PCR en todas las plantas en las que se hubiera 
demostrado la integración de los genes foráneos mediante hibridación Southern. 
Normalmente este tipo de análisis se hace en las plantas que exhiben expresión de los 
genes foráneos pero no en aquellas otras que se catalogan como escapes. Tal y como se 
ha comentado antes, Domínguez et al., (2004) analizaron plantas obtenidas en procesos 
de transformación con y sin presión de selección y llegaron a la conclusión de que en el 
segundo caso aparecía una elevada frecuencia (hasta el 30 %) con los genes foráneos 
silenciados. Rakosy-Tican et al. (2007) analizaron por RT-PCR una muestra de las plantas 
de patata obtenidas en un proceso de transformación con presión de selección y no 
encontraron ninguna en la que se hubiera silenciado el gen marcador nptII (cuya 
presencia se había detectado por PCR). Los resultados de ambos trabajos no son 
discrepantes porque, tanto en un caso como en el otro, cuando se utiliza una presión de 
selección la frecuencia de plantas con silenciamiento es baja (Domínguez et al., 2004) o 
nula (Rakosy-Tican et al. 2007). El problema es que en segundo caso no se abordó la 
obtención de plantas transgénicas sin presión de selección y por tanto no pueden hacerse 
comparaciones en este sentido.      
Por lo que respecta a la segunda pregunta (i.e. ¿qué mecanismos determinan un proceso 
de silenciamiento tras las primeras etapas del proceso de transformación?), en principio 
se podrían proponer diversas hipótesis para explicar el silenciamiento del gen marcador 
o, de forma más general, de los genes foráneos introducidos por un proceso de 
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transformación: i) co-supresión; ii) mecanismos similares a la paramutación; iii) 
silenciamiento por procesos de reconocimiento de secuencias de ADN foráneo; iv) 
integración en regiones de ADN altamente repetitivo; v) integración en sitios del genoma 
donde residen grupos de genes que se silencian a lo largo del desarrollo ontogénico. 
i. Co-supresión. 
En 1990, Napoli et al. describieron que la introducción de un gen que codifica una 
chalcona-sintasa en Petunia hybrida ocasionaba la anulación de expresión del gen 
homólogo endógeno en trans. El mismo año, Smith et al. (1990) observaron que la 
transferencia de un gen truncado que codifica una poligalacturonasa inhibía la expresión 
del gen endógeno en plantas transgénicas de tomate. Desde entonces la inhibición de 
expresión de un gen endógeno promovida por la transferencia de un gen homólogo 
(completo o truncado) se conoce como co-supresión, que fue el término propuesto por 
Napoli et al. (1990) para explicar este tipo de situaciones.  
El fenómeno de la co-supresión podría explicar la aparición de escapes en plantas 
transgénicas que hubieran integrado dos o más insertos, sobre todo cuando uno de ellos 
está truncado. Es frecuente justificar la aparición de escapes por esta causa, pero hay 
pocos datos concretos en la bibliografía. De manera alternativa, el silenciamiento en 
homocigosis del gen marcador es un fenómeno que aparece con una cierta frecuencia 
cuando se analizan las descendencias de un número suficiente de plantas transgénicas. El 
silenciamiento en homocigosis no tiene una relación directa con el tema de los escapes 
(ya que las plantas hemicigóticas expresan el gen marcador) pero sí puede haber una 
relación causal con la aparición de escapes en plantas con dos o más insertos. Deng et al. 
(2013) estudiaron de forma exhaustiva un caso de co-supresión del gen marcador nptII 
asociado a la configuración en homocigosis en la descendencia de una planta transgénica 
de tomate que había integrado varios insertos y llegaron a la conclusión de que la 
ausencia de expresión se debía a un mecanismo de silenciamiento pos-transcripcional 
inducido principalmente por la síntesis de pequeños RNAs (sRNA). Es posible que algunas 
plantas transgénicas con dos o más insertos se comporten como escapes debido a 
procesos similares. 
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ii. Mecanismos similares a la paramutación. 
Algunas plantas transgénicas pueden considerarse como escapes debido a la pérdida de 
expresión por procesos similares a la paramutación. Este término fue propuesto en un 
Congreso de Genética celebrado en Tokio en 1968 por Brink, Coe y Hagemann para 
explicar las anomalías en el modo de herencia de ciertos genes como, por ejemplo, el 
locus R de maíz (Brink, 1956, 1958). En realidad, el fenómeno había sido descubierto 
mucho antes por Bateson y Pellew (1915) al estudiar lo que ellos denominaron como 
"extraño comportamiento" de las plantas de guisante procedentes del cruce entre 
individuos wild type x “Rogue".  
Hasta hace poco se desconocían las causas de la paramutación pero con el advenimiento 
de la transgénesis se ha despertado el interés por este fenómeno (revisado en Chandler y 
Stam, 2004; Stam y Scheid, 2005) ya que en los últimos años se han encontrado casos de 
paramutación al estudiar el modo de herencia en las progenie de plantas transgénicas. 
Por ejemplo, al analizar una colección de unas 7.000 líneas T-DNA de tomate generadas 
en el laboratorio del Dr. Moreno, se han encontrado tres casos de este tipo. En los tres 
casos, las plantas transgénicas originales (TG1) expresaban el gen marcador nptII de 
manera sistemática; sin embargo, las respectivas descendencias (TG2) eran sensibles a la 
kanamicina.  
Gao y Zhao (2013) han descrito un fenómeno similar en Arabidopsis. Con el fin de analizar 
el efecto que produce la combinación de dos mutaciones insercionales cruzaron plantas 
homocigóticas de las respectivas líneas T-DNA (yuc1-1 y ag-TD) y analizaron los fenotipos 
del híbrido (F1) y de las plantas de la F2. Para su sorpresa, en la F2 se suprimía el fenotipo 
correspondiente a la mutación ag-TD, con independencia de la presencia o no de la 
mutación yuc1-1. La supresión del fenotipo ag-TD se mantenía de forma estable a lo largo 
de sucesivas generaciones por lo que, siguiendo la nomenclatura habitual en el caso de 
una paramutación al alelo silenciado lo denominaron como ag-TD*. Además, tal y como 
sucede en otros casos de paramutación, el alelo silenciado ag-TD* tenía la capacidad de 
silenciar el alelo ag-TD, es decir, convertir ag-TD en ag-TD*. Los dos insertos de T-DNA se 
localizaban en intrones de cada uno de los genes respectivos y los autores aportaron 
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evidencias de que la supresión de una de las mutaciones estaba mediada por 
interacciones en trans de secuencias idénticas en las dos inserciones de T-DNA.  
Los resultados de nuestro grupo con tomate y los de otros autores con especies 
diferentes revelan que, cuando se desencadena un fenómeno de paramutación tras un 
proceso de transformación, pueden aparecer plantas que, si se analizan en la TG1 se 
considerarían como transgénicas a todos los efectos, mientras que, si se analizan en la 
TG2 o en las generaciones siguientes, se considerarían como escapes.  
Se asume que la paramutación es un fenómeno que surge con baja frecuencia y por ello 
se considera como una causa secundaria de la aparición de escapes o, para ser más 
precisos, de un tipo particular de escapes (e.g. el que se caracteriza por la pérdida de 
expresión de un determinado gen, no en la planta transgénica, sino en la progenie). 
Aunque está claro que no es una de las causas principales, es un fenómeno que merece 
atención. Como se ha comentado antes, la paramutación se descubrió en 1915 pero, 
salvo por algunos trabajos muy meritorios en maíz, fue objeto de escasa atención hasta 
tiempos recientes (ver Chandler y Stam, 2004; Stam y Scheid, 2005). La aparición del 
campo de la 'Epigenética' tuvo mucho que ver en este sentido pero, sin duda, el factor 
determinante fue el análisis de ciertas anomalías en el modo de herencia de algunas 
plantas transgénicas. Los mecanismos que desencadenan la paramutación son diversos y 
muy complejos pero, simplificando de forma extrema, se puede decir que la causa 
principal estriba en la acumulación de pequeños RNAs interferentes o RNAs anómalos 
(e.g. de doble cadena) generados por la presencia de repeticiones múltiples en el genoma 
o en el vector. Por desgracia, es habitual la presencia de repeticiones de ciertos 
elementos de regulación (e.g. promotor 35s) o de otras secuencias en los vectores y, por 
ello, es posible que el fenómeno de la paramutación ocurra con mayor frecuencia de lo 
esperado. El pequeño número de casos bien estudiados puede deberse no tanto a la baja 
probabilidad del suceso como al hecho de que cuando se detecta un modo de herencia 
anómalo en una planta transgénica el investigador suele descartarla o, aunque no sea así, 
cuando intenta efectuar un análisis convencional (e.g. mendeliano) se encuentra con 
resultados desconcertantes.             
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iii. Silenciamiento por procesos de reconocimiento de secuencias de ADN foráneo. 
Con relación a la posible asociación entre silenciamiento y aparición de escapes, surge la 
cuestión de hasta qué punto podrían haber procesos de silenciamiento por 
reconocimiento de secuencias de ADN foráneo. Las plantas han desarrollado mecanismos 
de tipo adaptativo que les permiten defenderse de procesos de introgresión de ADN 
foráneo (e.g. secuencias virales) y, sobre todo, de la inestabilidad que genera la 
acumulación de elementos transponibles o, de forma más general, de ADN repetitivo. 
Aún así, no está claro que existan procesos específicos de reconocimiento de secuencias 
de los genes presentes en los vectores habituales y, en particular, de los genes 
marcadores y delatores.  
iv. Integración del T-DNA en regiones heterocromáticas o de ADN altamente repetitivo.  
El 80-85 % del genoma del maíz está constituido por elementos transponibles de diversas 
familias (Vicient, 2010). Sin llegar a tal extremo, las plantas superiores tienen cantidades 
considerables de elementos transponibles y de otras secuencias de ADN altamente 
repetitivo. Los elementos transponibles han jugado un papel clave en la evolución de los 
genomas vegetales y, frente a lo que ocurría antes, en la actualidad ya no se considera al 
ADN altamente repetitivo como 'ADN basura' porque algunas secuencias de este tipo 
tienen un importante papel. Una buena parte de las secuencias repetitivas o de ciertos 
tipos elementos transponibles se silencian de forma casi permanente a través de diversos 
mecanismos (e.g. metilación) o de cambios en el grado de condensación de la cromatina 
(i.e. heterocromatina).  
Por este motivo, cuando el T-DNA se integra en una región heterocromática o en una 
zona con secuencias repetitivas que han sido metiladas, lo más probable es que los genes 
contenidos en el inserto experimenten un proceso de silenciamiento. Ahora bien, las 
consecuencias de este evento serán diferentes en función del momento en el que se 
produzca el silenciamiento. Si el gen marcador se silencia de inmediato, la célula 
transgénica no podrá dividirse y experimentar morfogénesis en medio selectivo, por lo 
este evento no será seleccionado. En cambio, si el silenciamiento del gen marcador no es 
inmediato, puede que dichas células (o las estructuras morfogenéticas que deriven de 
ellas) sean capaces de medrar en condiciones selectivas. Esto explicaría el por qué en las 
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primeras etapas del proceso las estructuras organizadas son capaces de expresar la 
resistencia conferida por el gen marcador (y el fenotipo conferido por el delator), aunque, 
misteriosamente, esta capacidad se pierde más tarde.   
Si ocurre lo indicado, cabría esperar que hubiera alguna relación entre el número de 
escapes y la cantidad de elementos transponibles o secuencias altamente repetitivas, la 
extensión y distribución de regiones heterocromáticas, etc. Cuando se revisa la 
bibliografía no parece haber una relación directa en este sentido, pero no hay que llegar a 
conclusiones precipitadas porque, pese a que los avances recientes en el campo de la 
genómica han sido realmente espectaculares, seguimos teniendo muchas lagunas en el 
conocimiento del genoma.  
Sin duda, el borrador de la secuencia de una especie suministra una información muy 
valiosa tanto a nivel básico como aplicado. Aún así, el borrador inicial deriva de la 
secuenciación de un genotipo y puede que la arquitectura del genoma difiera entre 
genotipos de la misma especie. Además, la calidad de los datos de secuencia cambia a lo 
largo del tiempo. Es lo que ha ocurrido en el caso del arroz. Hace algunos años se 
publicaron los borradores de la secuencias de las dos subespecies, indica (Yu et al., 2002) 
y japonica (Goff et al., 2002), pero al cabo de poco tiempo se actualizaron las secuencias 
respectivas (Yu et al., 2005) y se obtuvieron datos adicionales gracias al empleo de un 
método secuenciación más potente (International Rice Genome Sequencing Project, 
2005). En este sentido, merece la pena revisar los comentarios de Yu et al. (2006) sobre 
los datos obtenidos en arroz con ambos métodos de secuenciación.  
A la hora de intentar una asociación entre tasa de escapes y arquitectura del genoma, 
conviene tener en cuenta también que en la mayor parte de los casos lo que se tiene no 
es el borrador de la secuencia completa de una especie, sino el borrador de una parte del 
genoma, sobre todo de las regiones eucromáticas. Nos sigue faltando, pues, una 
información esencial ya que, por lo que se refiere al tema de los escapes, la información 
más relevante no se refiere a las regiones eucromáticas, sino a las heterocromáticas o 
ricas en secuencias altamente repetidas.  
Siguiendo con las gramíneas, en el caso del arroz se dispone de métodos de 
transformación que han permitido generar decenas de miles de líneas T-DNA y la tasa de 
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escapes es relativamente baja. Los datos revisados de la secuencia (International Rice 
Genome Sequencing Project, 2005) indican que el 35% del genoma del arroz está 
constituido por familias de elementos repetitivos o transposones. En el maíz, la tasa de 
escapes suele ser mayor que en el arroz pero no es especialmente elevada. Sin embargo, 
los datos de la secuencia de la línea B73 indican que el 85% del genoma del maíz está 
constituido por cientos de familias de elementos transponibles distribuidos de manera no 
uniforme a lo largo del genoma (Schnable et al., 2009).   
En otras especies, como el naranjo y la patata, la aparición de escapes es un problema 
importante. En el naranjo el 20 % del genoma está ocupado por elementos repetitivos (Xu 
et al., 2013), mientras que en la patata las secuencias repetitivas ocupan el 62,2% del 
genoma (452,5 Mb) y, dentro de esta cifra, los elementos transponibles representan el 
29,4% (The Potato Genome Sequencing Consortium, 2011).  
Pasando a especies hortícolas, en el caso del tomate la tasa de escapes es baja. El 
desarrollo de métodos eficaces de transformación en nuestro laboratorio ha permitido la 
generación de miles de líneas T-DNA (Pérez-Martín et al., 2017), de forma que el tema de 
los escapes no representa ningún problema. Los datos del borrador de la secuencia (The 
Tomato Genome Consortium, 2012) han revelado que la arquitectura del genoma de esta 
especie es peculiar. Al igual que ocurre en otras especies, los cromosomas del tomate 
constan de heterocromatina pericéntrica y eucromatina distal, estando las repeticiones 
concentradas dentro y alrededor de los centrómeros, cromómeros y telómeros. Sin 
embargo, a diferencia de otras especies (e.g. Arabidopsis), el tomate tiene un menor 
número de retrotransposones con largas repeticiones terminales (LTR). Los datos 
obtenidos indican que el genoma del tomate es inusual entre las angiospermas, ya que 
está constituido principalmente por DNA escasamente repetitivo. Por este motivo cabe 
preguntarse si la escasa proporción del genoma constituida por elementos transponibles 
y ADN altamente repetitivo está relacionada con la baja tasa de escapes en experimentos 
de transformación.   
Pasando a la tres cucurbitáceas más importantes a nivel económico (melón, sandía y 
pepino), si se ordenan en función de su tendencia a generar escapes, el pepino tiene el 
dudoso honor de ocupar la primera posición (la  tasa de escapes suele ser elevada), el 
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melón ocuparía el segundo puesto (en algunos genotipos la tasa de escapes es moderada) 
y la sandía suele tener menor tendencia a la aparición de escapes.  
Por lo que se refiere a la arquitectura de sus genoma, en el caso del pepino se ha 
estimado que el 24 % (54,4 Mb) está constituido por ADN repetitivo y, dentro de esta 
cifra, los retrotransposones Gipsy y Copia ocupan el 10 % (Huang et al., 2009), lo que 
representa una cantidad muy importante. En el caso del melón, los retrotransposones 
representan el 14,7 % del genoma, mientras que otros tipos de elementos transponibles 
ocupan un 5 % adicional (García-Mas et al., 2012). En el caso de la sandía, se ha descrito 
que el 45,2 % del genoma (159,8 Mb) está constituido por repeticiones de elementos 
transponibles y, al igual que en el caso del pepino, los retrotransposones con LTR más 
abundantes son los Gypsi y Copia (Guo et al., 2013).  
En definitiva, no parece haber una relación directa entre tasa de escapes y proporción del 
genoma ocupado por secuencias repetitivas y elementos transponibles. Aún así, no se 
puede excluir que haya una relación entre tasa de escapes y peculiaridades en la 
arquitectura del genoma de ciertas especies tales como la distribución de elementos 
repetitivos.  
v. Integración en sitios del genoma donde residen grupos de genes que se silencian a lo 
largo del desarrollo ontogénico. 
Es posible que puedan haber procesos de silenciamiento por integración del T-DNA en 
zonas del genoma donde residen genes sometidos a cambios de expresión asociados al 
desarrollo ontogénico. En particular, hay genes que se expresan en células en división 
activa que luego se silencian a lo largo de los procesos de diferenciación. Es probable por 
tanto que la integración en la vecindad de estos genes, o en las regiones intergénicas 
asociadas, conduzca al silenciamiento de las secuencias introgresadas, por ejemplo por 
extensión del proceso de metilación a dichas secuencias.  
En su trabajo sobre transformación de patata, Rakosy-Tican et al. (2007) comentan que 
esta podría una de las causas de la aparición de escapes. Su argumentación se basa en 
que observan claramente una expresión GFP en zonas localizadas del callo que aparece 
en los explantes cultivados en medio selectivo con kanamicina, pero la expresión del 
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delator desaparece en el proceso de diferenciación en algunas yemas adventicias, 
mientras que no lo hace en otras.  
En nuestros experimentos con pepino hemos observado algo similar. En efecto, utilizando 
el delator uidA, hemos apreciado expresión GUS localizada en ciertas zonas de 
crecimiento desorganizado que suelen diferenciar yemas adventicias, aunque a posteriori 
la expresión del delator aparece en unas pero no en otras. En cualquier caso, no podemos 
llegar a una conclusión concreta porque para este tipo de estudios convendría utilizar el 
delator gfp y no el uidA, ya que el ensayo para detectar expresión GUS es destructivo.      
Persistencia de Agrobacterium. 
Matzk et al. (1996) y Birch (1997) propusieron que la inadecuada erradicación de la cepa 
de Agrobacterium utilizada como vector biológico podría ser la causa de la aparición de 
escapes en experimentos de transformación. Ciertamente, la no eliminación de 
Agrobacterium tras las etapas de infección y co-cultivo podría conferir un cierto grado de 
resistencia al agente selectivo como consecuencia de la expresión del gen marcador 
presente en un T-DNA que no se hubiera integrado en el genoma. Este tema aparece de 
forma recurrente en la discusión de los trabajos con especies que tienden a generar un 
gran número de escapes (e.g. patata; Rakosy-Tican et al., 2007), pero hay pocas 
evidencias al respecto. Por fortuna, Domínguez et al. (2004) realizaron un estudio en esta 
dirección y sus resultados fueron inquietantes. 
Tras el proceso de infección y co-cultivo de los explantes con Agrobacterium, Domínguez 
et al. (2004) incubaron las plantas de lima en medio con el agente selectivo (kanamicina) 
y los dos antibióticos (cefotaxima y vancomicina) que utilizaron para tratar de erradicar la 
bacteria. A los 9 meses, realizaron un subcultivo de estas plantas en medio sin cefotaxima 
ni vancomicina y las mantuvieron en estas condiciones durante otros tres meses. Para su 
sorpresa, el 80-90 % de los explantes (i.e. los ápices que se habían transferido a medio sin 
antibióticos) se infectaron por colonias que tenían toda la apariencia de Agrobacterium. 
Los análisis por PCR de secuencias específicas confirmaron que, en efecto, el agente 
contaminante era la cepa de Agrobacterium que habían utilizado inicialmente. Para  ver si 
los explantes que no se habían contaminado estaban realmente libres de Agrobacterium, 
cultivaron extractos de la base del explante en medio sin cefotaxima y vancomicina y, de 
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nuevo, hicieron un análisis por PCR de secuencias específicas de Agrobacterium. Los 
resultados de los dos experimentos indicaron que el 49 % y el 12,5 % de estos explantes 
(aparentemente libres de contaminación) realmente tenían células persistentes de 
Agrobacterium.   
Los resultados de Domínguez et al. (2004) son inquietantes por dos razones. En primer 
lugar, la persistencia de Agrobacterium en los tejidos u órganos de una planta no solo 
puede determinar que se considere como transgénica cuando en realidad es un escape, 
sino que puede provocar la aparición de escapes adicionales, ya que la no erradicación de 
la bacteria tras la infección y el co-cultivo puede conferir protección cruzada frente al 
agente selectivo a células o estructuras organizadas que ni son transgénicas ni tienen 
Agrobacterium. En todo caso, lo más preocupante es que la legislación obliga a que las 
plantas transgénicas estén libres de Agrobacterium antes de su aclimatación y 
transferencia al invernadero. Los resultados de Domínguez et al. (2004) suponen una 
llamada de atención en ambos sentidos.  
¿Hasta qué punto se dan situaciones similares en otros casos? Los resultados de nuestro 
laboratorio con hortícolas (tomate, melón, sandía, pepino) y especies ornamentales 
indican que, cuando se utiliza la cepa LBA4404 de Agrobacterium, no hay problema para 
erradicar la bacteria de manera efectiva y segura. De forma sistemática, tras la selección 
de las presuntas plantas transgénicas, se cultivan los ápices en medio de enraizamiento 
con y sin agente selectivo (normalmente kanamicina), pero sin los antibióticos empleados 
para erradicar Agrobacterium (cefotaxima, carbenicilina o vancomicina, según los casos). 
Además, cultivamos explantes de hoja o de yemas axilares en medio selectivo, pero sin 
los antibióticos empleados para erradicar Agrobacterium. Esto permite hacer el análisis 
de expresión del marcador con explantes alternativos, al tiempo que se confirma la no 
presencia de Agrobacterium en tejidos u órganos diferentes al ápice.      
En un análisis sobre la persistencia de Agrobacterium en plantas transgénicas de tabaco, 
se ha descrito que, cuando no se ha erradicado adecuadamente, la bacteria está presente 
en la base de las plantas y tiende a colonizar más las raíces que las hojas (Matzk et al., 
1996). Asumiendo que ocurra lo mismo en pepino, melón sandía, tomate, u otras 
especies, los análisis que nosotros realizamos deberían permitir detectar la bacteria si no 
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ha sido adecuadamente erradicada. Es más, nuestra colección de líneas T-DNA de tomate 
(más de 7000) se ha mantenido en cultivo in vitro por subcultivo de ápices o yemas 
axilares durante años. Si la bacteria se mantuviera de forma endógena, pronto o tarde 
detectaríamos su presencia en el medio de cultivo. En definitiva, la no erradicación de 
Agrobacterium puede ser un problema en ciertos casos, pero no en otros.  
Para explicar la persistencia de Agrobacterium en ciertos casos, pero no en otros, se 
podrían plantear tres hipótesis. La más obvia consiste en pensar que, a la hora de intentar 
erradicar la bacteria, no se hayan utilizado los antibióticos adecuados, o no se haya 
ajustado la concentración al nivel que sería necesario. No creemos que este sea el caso en 
el trabajo de Domínguez et al. (2004) con lima. En nuestra opinión, los antibióticos 
elegidos y la concentración de los mismos son perfectamente adecuados. 
Puede ocurrir también que Agrobacterium no tenga la misma facilidad para colonizar o 
mantenerse de forma endógena en los tejidos u órganos de distintas especies. Si es así, la 
capacidad para persistir endógenamente no está relacionada con la relación evolutiva 
entre la planta y la bacteria ya que, por ejemplo, los cítricos no son huéspedes naturales 
de Agrobacterium y, pese a ello, los resultados de Domínguez et al. (2004) demuestran 
una elevada capacidad de la bacteria para persistir dentro de la planta durante largos 
periodos. 
Puede, por último, que la causa del problema estribe en la cepa de Agrobacterium. Las 
dificultades para conseguir la transformación en ciertas especies llevan al empleo de 
cepas virulentas o supervirulentas. Aunque el grado de virulencia está relacionado con los 
mecanismos de transferencia e integración del T-DNA y no con la persistencia de la 
bacteria dentro de la planta, los resultados indican que no todas las cepas de 
Agrobacterium responden igual a los antibióticos empleados para su erradicación. Es muy 
posible que para ciertas cepas los antibióticos actúen como bactericidas, mientras que 
para otras lo hagan solo como bacteriostáticos, lo que explicaría las dificultades para 
erradicar estas cepas. En nuestro caso, no hay ningún problema para erradicar la cepa 
LBA4404 de Agrobacterium en experimentos de transformación con muy diversas 
especies, pero en ocasiones no ha ocurrido lo mismo con la cepa EHA105 (que es más 
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virulenta pero no supervirulenta), razón por la cual prácticamente se ha descartado el 
empleo de esta última.          
Expresión transitoria del gen marcador en las primeras etapas de la transformación. 
El mantenimiento y expresión del gen marcador presente en algún T-DNA que no se haya 
integrado en un cromosoma pero que haya quedado en el citoplasma de la célula (o quizá 
en otras localizaciones como los espacios intercelulares, o incluso el núcleo) podría ser la 
causa de la aparición de un cierto número de escapes (Park et al., 1998). Pese a que este 
tema se comenta de forma recurrente en trabajos con especies que tienden a generar un 
buen número de escapes, Domínguez et al. (2004) dudan de que sea un factor relevante 
en cítricos porque en estas especies el proceso de regeneración es lento y comienza muy 
tarde tras la fase del co-cultivo.  
A diferencia de lo que ocurre en cítricos, en experimentos de transformación de pepino, 
la formación de estructuras organizadas (i.e. yemas adventicias) a partir de la callosidad 
del explante se verifica de forma temprana tras la fase de co-cultivo. Por este motivo, 
nosotros pensamos que le expresión transitoria del gen marcador puede ser una de las 
causas de la aparición de escapes. Además, en el pepino y en otras cucurbitáceas, las 
células del callo son más sensibles al agente selectivo (normalmente, kanamicina) que las 
células diferenciadas de la yema adventicia o del brote. Por ello, aunque no podemos 
aportar evidencias concretas, parece bastante probable que la expresión transitoria del 
gen marcador en las células con crecimiento desorganizado pueda ser la causa de la 
aparición de un cierto número de escapes.  
Protección cruzada.    
Al evaluar la adecuación de distintos agentes selectivos en la transformación de arroz, 
Dekeyser et al. (1989) llegaron a la conclusión de que la higromicina y la fosfinoricina eran 
los más adecuados. Sin embargo, Christou et al. (1991) indicaron que, cuando se utiliza la 
higromicina o la fosfinoricina, las células no transgénicas tienen la misma capacidad de 
regeneración que las transgénicas, debido probablemente a la inactivación de los agentes 
selectivos por parte de estas últimas.  
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Desde hace años (Jordan y McHughen 1988; Birch 1997; Park et al., 1998) se piensa que 
una de las principales causas de la aparición de escapes en algunas especies estriba en la 
protección de las células no transgénicas por la expresión del gen marcador en las células 
transgénicas vecinas, lo que provoca una inactivación total o parcial del agente selectivo 
en esa zona. Se trata de un argumento recurrente pero hay muy pocas evidencias en este 
sentido. 
Utilizando el delator gfp, Domínguez et al. (2004) analizaron las primeras etapas del 
proceso de transformación de citrange y lima tras la fase de co-cultivo y se dieron cuenta 
de que una buena parte de los escapes derivan de grupos de células GFP (-) que se 
desarrollan en la vecindad de otras con expresión GFP (+) desde prácticamente el inicio 
del cultivo en medio selectivo. La ulterior caracterización molecular demostró que las 
primeras regeneran escapes mientras que las otras dan plantas transgénicas. Como 
acertadamente señalan, sus resultados no son concluyentes, pero sugieren fuertemente 
que algunos escapes surgen por mecanismos de protección cruzada. Con todo, el hecho 
de que un porcentaje considerable  de escapes (32 % en citrange y 14% en lima) surjan de 
la callosidad de la zona de corte del explante en la que no hay células con expresión GFP 
(+) revela que la protección cruzada no es la única  causa de la aparición de escapes.   
En los experimentos de transformación de pepino que se presentan en este trabajo no 
pudimos hacer un seguimiento de este tipo porque optamos por el delator uidA y el 
análisis de expresión GUS es destructivo. No obstante, las observaciones en cítricos 
coinciden con las realizadas en experimentos de transformación genética de melón en los 
que se utilizó el delator gfp (Dr. Moreno, comunicación personal). Es más, en los callos 
procedentes de explantes de melón y pepino suelen aparecer grupos de yemas 
adventicias que, a su vez, originan varios brotes. Por esta razón puede que la protección 
cruzada tenga mayor importancia en estas cucurbitáceas que en cítricos. 
Reorganizaciones o pérdida del T-DNA.    
Las secuencias de los bordes (RB y LB) del T-DNA actúan como módulos que permiten o 
facilitan el desenganche inicial del plásmido Ti y la posterior integración de los genes 
contenidos en el vector en cualquier punto de un cromosoma. Los transposones tienen 
módulos diferentes, cortos o largos, aunque funcionan de manera similar. No obstante, 
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por su propia naturaleza, los transposones tienen capacidad de movimiento, mientras 
que el T-DNA se mantiene en el punto cromosómico donde se ha integrado a lo largo de 
las generaciones. El análisis genético de plantas transgénicas apoya la anterior afirmación, 
pero la cuestión es si puede haber alguna excepción, es decir, si puede ocurrir que T-DNA 
se reorganice o se desenganche, generando un escape.  
El análisis de líneas T-DNA de Arabidopsis (Krysan et al., 1999; Springer, 2000; Alonso et 
al., 2003; Li et al., 2003), arroz (Kim et al., 2003; Chen et al., 2003b; An et al., 2003; 
Sallaud et al., 2004; Peng et al., 2005; Wang et al., 2005; Jeong et al., 2006) y tomate 
(Pérez-Martín et al., 2017) ha revelado la complejidad del proceso de integración del T-
DNA. En muchos casos, la integración no es perfecta y se pierden algunos nucleótidos de 
uno o ambos bordes. Asimismo, pueden haber reorganizaciones más o menos profundas 
del inserto, pero se asume que estas reorganizaciones se producen durante el proceso de 
integración, y no más tarde, por lo que en teoría no deberían motivar la aparición de 
escapes. Por ejemplo, si la reorganización de un T-DNA genera un marcador truncado, la 
pérdida de función del gen no debería ocasionar la aparición de un escape, ya que su 
función debería ser reemplazada por un gen marcador completo en otro inserto.  
Pese a lo indicado, tras el análisis de unas 7.000 líneas T-DNA de tomate (Pérez-Martin et 
al., 2017) encontramos un caso sorprendente (Dr. Moreno, comunicación personal). Se 
trataba de una planta transgénica cuya descendencia era uniformemente sensible a la 
kanamicina, lo que parecía indicar que se trataba de un inserto que generaba letalidad en 
ambos gametos. Este tipo de mutaciones ocurre con una baja frecuencia, pero no cabe 
incluir este  tipo de eventos dentro de la categoría de escapes ya que simplemente se 
trata de un proceso de letalidad que imposibilita la formación de gametos con el alelo 
mutante.  
En realidad, no era esto lo que ocurría, ya que el Southern de la planta TG1 indicó la 
presencia de un inserto de T-DNA con el gen nptII truncado. Teniendo en cuenta que con 
el método de transformación que utilizamos en tomate la aparición de escapes es algo 
excepcional, la pregunta es: ¿cómo se seleccionó esta planta?  
Si la reorganización del T-DNA y el truncamiento del gen nptII (y por tanto su pérdida de 
función) se produjo durante el proceso de integración, ¿cómo fue capaz la célula 
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transgénica de diferenciar una yema adventicia y más tarde un brote en medio selectivo? 
Y lo que es más difícil de explicar, ¿cómo fue capaz el ápice de esta planta de enraizar en 
medio selectivo con kanamicina?  
Evidentemente, podría tratarse de un escape que hubiera aparecido por cualquiera de las 
causas anteriormente mencionadas, pero cuando se analizan una a una, la única que no 
cabe excluir es la persistencia de Agrobacterium dentro de la planta. Aún así, se trata de 
algo altamente improbable porque la planta se mantuvo durante más de dos años por 
subcultivos repetidos en medio sin antibióticos, lo que pronto o tarde habría ocasionado 
la contaminación del medio de cultivo por la bacteria endógena.  
No podemos dar una explicación coherente a este evento pero la pregunta que surge es si 
el truncamiento del T-DNA se pudo producir no a priori (i.e. durante el proceso de 
integración), sino a posteriori. Si así fuera, tampoco cabría excluir que una planta 
transgénica perdiera no parte sino todo el T-DNA. Con todo, esto podría explicar la 
aparición de un escape (extraordinario) pero desde luego no explicaría la presencia de 
múltiples escapes.       
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2.2.5.4. Escapes transgénicos 
En sus experimentos de transformación con lima, Domínguez et al. (2004) realizaron el 
Southern de todas las plantas regeneradas en un medio con kanamicina y evaluaron la 
expresión del gen delator (uidA, en unos casos, y gfp, en otros) en estas mismas plantas. 
Sus resultados indicaron que de las 173 plantas regeneradas en medio selectivo, 95 eran 
transgénicas (45,1 %). Visto de otra manera, esto quiere decir que más de la mitad de las 
plantas seleccionadas (54,9 %) no eran transgénicas, sino escapes. No obstante, lo más 
interesante es que 26 de las 95 plantas transgénicas (27,4%) no expresaban ninguno de 
los genes contenidos en el T-DNA (nptII y uidA o gfp). Esto quiere decir que una cuarta 
parte de las plantas transgénicas se podrían haber incluido dentro de la categoría de 
escapes, ya que en estas plantas se había producido el silenciamiento tanto del gen 
marcador como del gen delator.  
Sus resultados tienen un indudable interés porque revelan que la tasa de transformación 
(real) es mucho mayor que la estimada sobre la base de los datos de expresión de 
cualquiera de los genes contenidos en el T-DNA.  
Ciertamente, estos 'escapes transgénicos' no tienen utilidad a la hora de intentar 
conseguir un resultado de interés práctico o para llevar a cabo el análisis funcional de un 
gen, pero representan un material muy valioso para estudiar o llegar a inferir las causas 
del silenciamiento de los genes foráneos. Por ejemplo, se podría ver si hay, o no, una 
relación entre el número de insertos de T-DNA y la expresión de los genes transferidos o, 
lo que sería aún más interesante, determinar si el silenciamiento se debe al punto de 
integración. Con relación a esto último, de momento no tenemos el borrador de la 
secuencia de la lima (la que se ha publicado es la del naranjo), pero pronto o tarde estará 
disponible para la comunidad científica. Cuando así sea, se podría estudiar si el 
silenciamiento se debe a la integración dentro de un grupo de genes sometidos a un 
proceso de silenciamiento a lo largo del desarrollo, o a la integración en una zona de DNA 
altamente repetitivo. Estos datos pueden ser especialmente valiosos para clarificar 
algunas de las causas del silenciamiento de genes foráneos. 
 
Resultados y discusión    261 
 
2.2.5.5. Quimeras en experimentos de transformación 
Tal y como se ha comentado antes, normalmente se piensa que la aparición de quimeras 
en experimentos de transformación solo afecta a especies de reproducción vegetativa. 
Puede que sea un problema más frecuente en estas especies, pero también puede ocurrir 
en la transformación de especies de reproducción sexual. Si ocurre tal cosa, los ensayos 
habituales con plantas supuestamente transgénicas darán resultados confusos. Por 
ejemplo, los análisis de expresión del gen marcador mediante el test de explante en una 
quimera pueden dar resultados extraños, ya que los segmentos de hoja de un sector que 
contenga células transgénicas darán un resultado positivo, mientras que los procedentes 
de un sector que solo tenga células wild-type darán un resultado negativo. De forma 
similar, los análisis de expresión en la descendencia de una quimera pueden dar una 
segregación no mendeliana, errática o, peor aún, pueden llevar a la conclusión de que los 
genes transferidos se han perdido (McHughen y Jordan, 1989; Langridge et al., 1992; 
Ulian et al., 1996; Joersbo et al., 1999) sin que ello tenga que ver con un proceso de 
letalidad en ambos gametos. 
Se ha descrito la aparición de quimeras en experimentos de transformación con 
diferentes especies, como la col (Berthomieu et al., 1994), el arroz (Park et al., 1996), los 
cítricos (Domínguez et al., 2004) y la patata (Rakosy-Tican et al., 2007), por poner algunos 
ejemplos. Conviene resaltar que en este último trabajo se observaron diferencias en el 
porcentaje de aparición de quimeras entre genotipos de la misma especie (desde menos 
del 0,5% hasta más del 15%). 
En la mayor parte de las publicaciones se asume que las quimeras se originan por 
concrescencia de células vecinas, transgénicas y no transgénicas, que se agrupan o se 
organizan conjuntamente para dar lugar a una yema adventicia. Domínguez et al. (2004) 
obtuvieron un elevado porcentaje de quimeras (12%) y observaron que, en efecto, 
muchas de ellas derivan de la asociación u organización coordinada de células 
transgénicas y no transgénicas. Sin embargo, sus resultados indicaron que se pueden 
formar quimeras por la concrescencia de células procedentes de distintos eventos de 
transformación. Los autores no solo hicieron análisis Southern en cada una de las plantas 
que supuestamente procedían de distintos eventos de transformación, sino que 
repitieron este tipo de análisis en las que procedían del subcultivo de una misma planta. 
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Para ello, asignaron un número a cada planta transgénica y el mismo número seguido de 
una letra a las que se habían obtenido por subcultivo de la planta original. A continuación, 
hicieron el Southern en todas ellas. Sus resultados revelaron que en 5 de 40 casos, las 
supuestas réplicas clonales (i.e. que procedían de una misma planta) no tenían el mismo 
genotipo ya que exhibían diferentes patrones de integración, lo que indica que estas 
quimeras se habían generado por la agrupación de células que procedían de distintos 
eventos de transformación.       
Por otro lado, es bastante probable que el tipo de quimeras (mericlinales, sectoriales o 
periclinales) dependa del método de transformación o del estado de diferenciación de las 
células antes del proceso de regeneración. En los experimentos de biolística la energía 
cinética se ajusta para que las partículas cargadas con ADN no superen el explante y, 
como en este caso no se requiere un proceso de desdiferenciación, la regeneración se 
verifica habitualmente a partir de células diferenciadas. Lo esperable en este caso es que 
se formen quimeras periclinales y que la capa transgénica sea la L1 (Christou, 1990; 
Christou y Ford, 1995). Sin embargo, en experimentos de transformación con 
Agrobacterium, la regeneración se verifica habitualmente tras un proceso de 
desdiferenciación. Por lo que se refiere a los experimentos llevados a cabo con cítricos 
(Domínguez et al., 2004), en los que la regeneración se verifica tras la formación de un 
callo a partir de las células del cambium (Ghorbel et al., 1999),  las quimeras que surgen 
son de tipo sectorial.   
Pese a lo indicado, no se puede concluir que todas las quimeras que aparecen a partir de 
células diferenciadas sean periclinales y las que lo hacen a partir de células 
desdiferenciadas sean sectoriales, ya que hay excepciones. Por ejemplo, Schmülling y 
Schell (1993) obtuvieron quimeras periclinales en experimentos de transformación de 
tabaco con Agrobacterium y, alternativamente, Domínguez et al. (2004) obtuvieron una 
quimera periclinal en sus experimentos de transformación con cítricos.   
En relación con este tema, surge la cuestión de hasta qué punto pueden aparecer 
quimeras a lo largo de un proceso de regeneración casi directa o indirecta en pepino, una 
especie que se caracteriza por la elevada frecuencia de escapes. No hemos hecho un 
estudio en este sentido, pero nos atrevemos a sugerir que la probabilidad es alta. Tal y 
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como se ha  comentado antes, a partir del callo procedente de un explante de pepino 
pueden aparecer una o varias zonas con respuesta organogénica. Ahora bien, en una zona 
concreta no suele aparecer una sola yema adventicia, sino un grupo de yemas que 
originan varios brotes a partir de esta zona concreta. Por esta razón, la protección 
cruzada puede tener mayor importancia en pepino que en otras especies. Además, la 
forma en que se organizan los grupos de yemas en un callo puede facilitar la formación de 
quimeras. En efecto, las yemas que aparecen agrupadas pueden proceder de células 
independientes del callo (i.e. células de crecimiento desorganizado que se diferencian y 
organizan en distintas estructuras organogénicas), pueden derivar de un proceso de 
organogénesis adventicia recurrente (i.e. organogénesis a partir de las células de la yema 
inicial o de las yemas subsiguientes) o por una mezcla de ambos procesos. En los dos 
últimos casos es bastante probable que haya un fenómeno similar al de la invasión de 
capas histogénicas, en cuyo caso las yemas que aparecen agrupadas compartirían células 
de distinto origen. Como decíamos, de momento no tenemos ninguna evidencia concreta 
en este sentido, pero en el futuro intentaremos hacer una disección de las primeras 
etapas del proceso en pepino para ver hasta qué punto se originan quimeras 
(transgénicas-no transgénicas) de distintos tipos como consecuencia de las características 









RESPUESTA MORFOGENÉTICA EN EXPLANTES DE PEPINO 
1. Se ha logrado la regeneración de plantas mediante organogénesis adventicia a 
partir de explantes de cotiledón de dos cultivares ('Marketer' y 'Negrito), una línea 
que ha servido de base en programas de mejora ('Wisconsin 2843') y cuatro líneas 
puras (SF-1, SF-11, SF-13 y SF-17). La respuesta morfogenética de los dos cultivares 
es elevada, la de 'Wisconsin 2843' y línea pura SF-11 es aceptable, y la de las otras 
tres líneas puras es muy baja.     
2. La inducción de organogénesis adventicia se puede conseguir en medios con 
diversas combinaciones de ácido indol-acético (IAA) y 6-bencilaldenina (6-BA). Si lo 
que se pretende es una respuesta de tipo casi directo, lo mejor es utilizar un medio 
con 1 o 2,5 mg/l de 6-BA; si, en cambio, lo que se persigue es una respuesta de tipo 
más indirecto, los mejores resultados se obtienen en medio con 0,5 mg/l de IAA y  
2,5.mg/l de 6-BA. 
3. El estado ontogénico de la planta afecta tanto a la respuesta organogénica de los 
explantes de cotiledón como a la frecuencia de plantas con niveles de ploidía 
superiores al del material de partida. Teniendo en cuenta ambas cuestiones, los 
mejores resultados se obtienen con cotiledones de plántulas de 4 días. 
4. La adición de altas concentraciones de sulfato de cobre (de 0,2 a 5 mg/l) al medio 
de cultivo mejora la respuesta organogénica. 
5. La adición de 5 M de nitrato de plata (0,8 mg/l) al medio de cultivo también es 
beneficiosa, aunque su efecto depende del genotipo. En 'Marketer' y 'Negrito' no se 
aprecia un efecto positivo sobre la frecuencia de callos con brotes, pero sí hay un 
aumento del índice organogénico. En cambio, en 'Wisconsin 2843' se duplica tanto 
el porcentaje de callos con brotes como el índice organogénico. 
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TRANSFORMACIÓN GENÉTICA DE PEPINO MEDIANTE CO-CULTIVO DE EXPLANTES 
PRIMARIOS CON AGROBACTERIUM TUMEFACIENS 
6. Las dos cepas de Agrobacterium utilizadas en este trabajo (LBA4404 y C58) son 
adecuadas en experimentos de transformación con el pepino. No obstante, la 
LBA4404 es más fácil de erradicar, lo que reduce la tasa de contaminación.  
7. Por lo que respecta a la fase de co-cultivo de explantes con Agrobacterium, el mejor 
compromiso entre frecuencia de callos con brotes seleccionados y ausencia de 
contaminación se consigue con dos o tres días de co-incubación. 
8. El empleo de kanamicina ha permitido la selección de plantas transgénicas del 
cultivar 'Marketer'. Los mejores resultados se han obtenido con 25 mg/l en el medio 
de inducción de organogénesis y 100 mg/l tanto en la etapa de elongación como en 
el medio de enraizamiento de las plantas seleccionadas. 
9. Se han obtenido plantas transgénicas de 'Wisconsin 2843' empleando 10 mg/l de 
higromicina B como agente selectivo. 
10. La adición de 5 M de nitrato de plata al medio de inducción de organogénesis y de 
1 mg/l de sulfato de cobre en el medio de elongación facilita la selección de brotes 
en experimentos de transformación. 
11. El principal problema que plantea la transformación en pepino es la aparición de 
escapes y quimeras. Sobre la base de los resultados obtenidos, se han planteado 
algunas soluciones para disminuir la frecuencia de escapes, así como para  obtener 
transformantes sólidos a partir de quimeras.       
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